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Если бы врачи могли излечить все болезни, 





Рак молочной железы (РМЖ) – одна из самых частых онкологи-
ческих патологий. В течение последних десятилетий в большинстве 
как развитых так и развивающихся странах мира отмечается неуклон-
ный рост заболеваемости данной патологией. Он занимает первое ме-
сто среди злокачественных новообразований у женщин (не принимая 
во внимание рак кожи). По данным IARC–EUCAN (2015г.) [1] скоррек-
тированная по возрасту ежегодная частота возникновения (заболевае-
мость) РМЖ в 2012 году 40 европейских странах достигла 94,2%, а 
смертность – 23,1%. По данным этого же источника до 30% РМЖ при-
ходится на возраст моложе 50 лет, а зарегистрированная 5-летняя рас-
пространенность РМЖ равнялась почти 2 млн. случая в 2012г. В Рес-
публике Беларусь по данным канцер-регистра в 2015 году было зареги-
стрировано 4324 новых случаев РМЖ. Пятилетняя выживаемость па-
циенток с первые установленным диагнозом РМЖ в 2012 году соста-
вила в целом 70,7%. Среди женщин с I и II стадией заболевания она 
оказалась равной 85,6%, с III – 58,8%, с IV – 14,6% [2]. 
Рост показателя распространенности связан как с ростом забо-
леваемости, так и с улучшением результатов лечения. При этом в 
большинстве западных стран в последние годы снизились показатели 
смертности от РМЖ, особенно в более молодых возрастных группах, 
благодаря улучшению лечения и раннему выявлению заболевания [1]. 
Тем не менее, РМЖ остается все еще ведущей причиной смерти среди 
всех причин онкологической смертности европейских женщин. 
Опыт показывает, что при резектабельном раннем неметастати-
ческом РМЖ после радикального проведенного лечения метастазиро-
вание наступит почти у половины пациенток в течение первых пяти 
лет, не зависимо от поражения регионарных лимфатических узлов [3]. 
Следует отметить, что доля женщин, «переживших» РМЖ, яв-
ляется наибольшей и составляет почти половину всех выживших после 
рака [4]. В данном контексте на первый план выходит проблема воз-
можного рецидива и, в свою очередь, подчеркивает важность мини-
мальной остаточной болезни (МОБ). В настоящее время метастатиче-
ский РМЖ неизлечим, а метастазы приводят к смерти большинство па-
циентов, страдающих раком.  
Хорошо известно, что метастатический процесс весьма сложен. 
К настоящему времени предложено множество гипотетических моде-
лей, которые объясняют события «метастатического каскада», базиру-
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ющиеся на различных характеристиках злокачественных клеток пер-
вичной опухоли, и метастатических очагах [5, 6]. Несмотря на обшир-
ность знаний, относительно метастатического каскад, «тонкие» меха-
низмы и детали полностью не выяснены.  
Однако большинство рецидивов возникает в течение первых 5 
лет после постановки диагноза и проведения специального лечения, 
поэтому длительно живущие чаще женщины будут считаться «выле-
ченными». Это следует рассматривать в контексте того факта, что ис-
следование аутопсийного материала продемонстрировало наличие рака 
у людей, который при жизни не был диагностирован [7], а также, что у 
пациенток с РМЖ были обнаружены скрытые метастазы, не диагно-
стируемые обычными методами визуализации при жизни [8]. Это, 
наряду с пониманием метастатического процесса, является фундамен-
тальной основой для изучения МОБ при РМЖ. 
В настоящее время представляет большой интерес область ис-
следований направленная на изучение характеристик клеток, которые 
способны выходить из первичной опухоли и выживать в перифериче-
ской крови, таких как циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК), или 
в костном мозге – диссеминированные опухолевые клетки (ДОК), а 
также изучение механизмов, с помощью которых реализуются эти 
процессы. Следует обратить внимание, что именно описанные выше 
ЦОК и ДОК предложено отнести к категории, так называемой МОБ [9].  
Изучение динамики опухолевого процесса позволило многим 
ученым сделать заключение о том, что РМЖ – это изначально диссе-
минированный опухолевый процесс, даже на доклинической стадии, 
который не может быть диагностирован традиционными методами об-
следования. А ЦОК являются непосредственным субстратом отдален-
ных метастазов. Учитывая тот факт, что ЦОК могут сохранятся после 
радикального хирургического лечения, актуальным является вопрос о 
дополнительной адъювантной системной противоопухолевой терапии, 
направленной на эти клетки. Но, к сожалению, адъювантная химио- и 
гормонотерапия не всегда достаточно эффективны в отношении ЦОК, 
что обусловлено их гетерогеностю и развитием резистентности к хи-
миотерапии. 
Принципиально важным является разработка метода эффектив-
ной терапии МОБ при РМЖ с учетом гетерогености и чувствительно-
сти ЦОК. Многие страны, в том числе и Республика Беларусь имеют 
низкие затраты на здравоохранение в пересчете на душу населения, что 
резко ограничивает использование дорогих лабораторных тестов и ле-
чение у большинства населения мира. Разработка эффективных, но ме-
нее дорогих диагностикомув и видов лечения является важным прио-
ритетом современной онкологии [12]. 




СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О ПРОЦЕССАХ 
МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ И ДИССИМЕНАЦИИ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК С ПОЗИЦИИ МИНИМАЛЬНОЙ 
ОСТАТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ 
 
Рак молочной железы (РМЖ) является наиболее часто диагно-
стируемым раком женского населения как в Республике Беларусь, так 
и во всем мире, за исключением рака кожи. РМЖ – это первая причина 
смертности от рака у женщин [1]. Следует отметить, что доля женщин, 
«переживших» РМЖ, является наибольшей и составляет почти поло-
вину всех выживших после рака [2, 4]. В данном контексте на первый 
план выходит проблема возможного рецидива и, в свою очередь, под-
черкивается важность МОБ. В настоящее время метастатический РМЖ 
неизлечим, а метастазы приводят к смерти большинства пациентов, 
страдающих раком.  
Метастатический процесс весьма сложен. К настоящему време-
ни предложено множество гипотетических моделей, которые объясня-
ют события метастатического каскада, базирующиеся на различных 
характеристиках злокачественных клеток первичной опухоли и мета-
статических очагах [13, 14]. Несмотря на обширность знаний относи-
тельно метастатического каскад, «тонкие» механизмы и детали до сих 
пор еще не выяснены.  
Известно, что метастазы РМЖ встречаются преимущественно в 
определенных, «излюбленных» местах человеческого организма, таких 
как кости и висцеральные органы (печень, легкие, головной мозг) [15]. 
Возврат болезни также может возникнуть в месте первичной опухоли 
даже после полной резекции опухоли с морфологически подтвержден-
ными чистыми краями хирургической резекции. Рецидивы или мета-
стазы могут возникать после многих лет, например, женщины с люми-
нальным А молекулярным подтипом РМЖ с положительным гормо-
нальным рецепторным статусом хотя и имеют относительно благопри-
ятный общий прогноз, все же находятся в зоне риска спрогрессировать 
в течение многих лет [16]. Базальный, или «тройной негативный» 
РМЖ, лишенный гормональных рецепторов и рецептора эпидермаль-
ного фактора роста человека (HER2-neu), как правило, имеют меньше 
вариантов лечения и более высокий потенциал метастазирования, а 
следовательно, более худший прогноз и результаты лечения [17]. 
Большинство рецидивов возникает в течение первых 5 лет после 
постановки диагноза и проведения специального лечения, поэтому 
дольше живущие женщины будут считаться «вылеченными». Это сле-
дует рассматривать в контексте того факта, что исследование ауто-
псийного материала продемонстрировало наличие рака у людей, кото-
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рый при жизни не был диагностирован [18], а также что у пациенток с 
РМЖ были обнаружены скрытые метастазы, не диагностируемые 
обычными методами визуализации [19]. Это, наряду с пониманием ме-
тастатического процесса, является фундаментальной основой для изу-
чения МОБ при РМЖ. 
В настоящее время представляет большой интерес область ис-
следований, направленная на изучение характеристик клеток, которые 
способны выходить из первичной опухоли и выживать в перифериче-
ской крови – циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК) или в костном 
мозге –диссеминированные опухолевые клетки (ДОК), а также изуче-
ние механизмов, с помощью которых реализуются эти процессы. На 
опухолевой модели было продемонстрировано, что около миллиона 
клеток на один грамм первичной опухолевой ткани карциномы молоч-
ной железы «выходят» из нее каждый день, но почти все они очень 
эффективно удаляются из кровообращения в течение нескольких ми-
нут [20]. Однако на животных моделях было показано, что примерно 
2,5% клеток, которые «выходят» из опухоли, способны выжить в виде 
микрометастазов и примерно 0,01 % могут прогрессировать с образо-
ванием макрометастазов [21, 22]. Поэтому важно знать, какие факторы 
дают этому очень маленькому меньшинству клеток способность вы-
жить и в конечном итоге привести к смерти пациентки. 
В аналитическом обзоре литературы рассматриваются механиз-
мы метастазирования и соответствующая роль ЦОК и ДОК при РМЖ в 
качестве конкретного примера, который сам по себе не является одно-
родным заболеванием, что отражается в молекулярно-биологической 
классификации [23, 24]. Тем не менее существуют механизмы, отлич-
ные от других опухолей, в том числе связанные с ЦОК и ДОК. Важным 
моментом является рассмотрение вопросов особенностей этих клеток, 
которые позволяют им распространяться, выживать и пролиферировать 
из очень маленькой субпопуляции раковых клеток, которые в конеч-
ном итоге способны образовывать метастазы. 
 
1.1 Метастатический каскад 
 
Установлено, что опухолевые клетки в пределах одной опухоли 
гетерогенны. Этот факт был продемонстрирован in vitro и in vivo путем 
определения как молекулярных [25, 26, 27, 28], так и протеомических 
характеристик клеток [29, 30, 31] и подтверждает фенотипическую ге-
терогенность рака. Например, даже в одном и том случае РМЖ и в 
случае метастазирования, по-видимому, имеется подмножество рако-
вых стволовых клеток, которые по своей природе обладают высокой 
устойчивостью к химиотерапии и/или лучевой терапии и которые 
участвуют в определяющем этапе диссеминации рака [32, 33, 34]. Эта 
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гетерогенность подкрепляется общепринятой теорией эволюции кло-
нов в раке, которая описывает последовательное накопление мутаций с 
течением времени, которые могут явиться либо ключевым фактором, 
либо потенциально полезным «пассажиром» при прогрессировании ра-
ка.  
Кроме рассмотренной выше теории стволовых опухолевых кле-
ток недавняя работа представила новую идею на примере колоректаль-
ного рака, которая может применяться для других карцином. Sottoriva 
et al. [35] предложили модель Большого взрыва, которая объясняет 
внутриопухолевую гетерогенность, как следствие множества клональ-
ных, так и более изолированных субклональных мутаций внутри опу-
холи во время раннего развития опухоли. Понимание этого процесса, 
возникающего на ранней стадии, имеет важное значение в отношении 
внутриопухолевой гетерогенности, так как предполагается, что суб-
клональные мутации больше склонны «смешиваться», а затем про-
странственно распространяться по мере роста опухоли. Таким образом, 
важным в этой модели считается время, поскольку распространенность 
этих субклональных мутаций в данной опухоли определяется време-
нем, когда они возникли. На примере колоректального рака эта идея 
многих субклональных мутаций, встречающихся параллельно вначале, 
имеет смысл, учитывая обилие и высокую активность пролиферирую-
щих клеток в криптах Либеркюна, однако для других тканей подобная 
архитектура не свойствена, поэтому применимость модели Большого 
взрыва для других форм рака еще предстоит выяснить. Общепринято и 
понятно, что существует ряд событий, которые должны произойти в 
первичной опухоли РМЖ, чтобы начался процесс метастазирования и 
опухолевая клетка смогла образовать новый метастатический очаг. 
Первоначально происходит активация сигнальных путей, которые кон-
тролируют динамику цитоскелета опухоли, приводящих к нарушению 
межклеточного взаимодействия, в том числе и с матриксом, а затем ак-
тивируется миграция опухолевых клеток в окружающую ткань [36]. 
Злокачественные клетки должны затем попасть в кровеносные или 
лимфатические сосуды, проникнуть через базальную мембрану и эндо-
телиальные стенки сосудов, выжить во время циркуляции, укрыться от 
иммунной защиты и других механизмов клеточной смерти, таких как 
апоптоз, и «доплыть» до нового места [37, 38, 39]. В этот момент они 
должны экстравазировать в новую ткань и восстановить или улучшать 
свои клеточные характеристики, которые позволяют закрепиться, вы-
жить и адаптироваться в новом микроокружении, в свою очередь, ак-
тивировать механизмы, которые позволят размножиться опухолевым 
клеткам, которые в конечном итоге сформируют явный макрометастаз 
[39]. 
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1.2 Гипотеза семян и почв 
 
ЦОК являются «транзитными» раковыми клетками, возникаю-
щими первоначально из первичной опухоли, позднее они возникают 
как из микрометастазов так и из явных макрометастазов. ЦОК в пери-
ферическом кровотоке были впервые обнаружены и изучены в 1869 
году австралийским врачом Ashworth T.R. [40]. Вскоре после этого, в 
1889 году, Paget S. заметил, что процесс метастазирования, по-
видимому, происходит не случайно, и предложил гипотезу «семян и 
почвы» [41]. «Семена», или ЦОК, как в настоящее время известно, 
могли бы «прорасти» и создать новую опухоль, только в том случае ес-
ли бы они смогли найти подходящую «почву» для своего роста. Paget 
S. основывал эту гипотезу на посмертном исследовании 735 пациенток 
с РМЖ, где он отметил, что предпочтение отдается метастатическим 
местам, таким как кости и отдельные висцеральные органы [41]. Эта 
гипотеза клеток- «семян» впоследствии неоднократно находила под-
тверждение при различной локализации злокачественных новообразо-
ваний, когда в зависимости от происхождения первичной опухоли 
имеются свои излюбленные места для метастазирования, так называе-
мая предпочитаемая «почва» [42, 43]. Считается, что опухолевые клет-
ки могут экспрессировать конкретные белки, такие как пептид, связан-
ный с паратиреоидным гормоном (PTHrP) [44], или хемокиновые ре-
цепторы CXC 7 типа (CXCR7) [45] и CXC 4 типа (CXCR4) [46], кото-
рые помогают направлять опухолевые клетки к определенным участ-
кам человеческого организма, например таким, как кость. Кроме того, 
выживание и распространение опухолевых клеток на определенном 
новом месте могут быть определены хемокинами, продуцируемыми 
непосредственно в месте распространения [32]. Husemann et al. [47] 
продемонстрировали раннее распространение раковых клеток перифе-
рической крови и в костный мозг у пациенток с протоковой карцино-
мой in situ (DCIS) молочной железы и на модели атипичной протоко-
вой гиперплазии, причем в последнем случае данный факт оказался 
неожиданным, поскольку диссеминация при атипичной протоковой 
гиперплазии не наблюдается у пациенток. Они предположили, что хи-
рургическое удаление первичной опухоли в очень ранний период вре-
мени может лишить такие ЦОК системно действующих факторов, 
важных для роста, и, следовательно, объяснить состояние покоя таких 
клеток. Они также предполагают, что первичные опухоли могут выде-
лять факторы, которые готовят предметастатическую нишу («почву») и 
способствуют ранней опухолевой колонизации. Это было продемон-
стрировано Kaplan R.N. et al. Они установили, что специфические опу-
холевые предметастатические участки содержат клетки гемопоэтиче-
ских клеток-предшественников которые экспрессируют рецептор роста 
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эндотелия сосудов (VEGF) 1 (VEGFR1) [48, 49]. Работа Kallergi G. et al. 
[50] показала, что ЦОК у большинства пациентов с метастатическими 
опухолями проявляют повышенную регуляцию VEGF. Как отмечалось 
ранее, одна и та же группа исследователей впоследствии обнаружила, 
что опосредуемый TWIST эпителиально-мезенхимный переход (ЭМП) 
также стимулирует регуляцию VEGF [51]. Поэтому присутствие 
VEGFR1 на предметастатическом участке может быть решающим фак-
тором при нахождении ЦОК в костном мозге и возможном создании 
«депозитов» ДОК. Это подтверждается Kaplan et al. [48], которые про-
демонстрировали, что опосредуемое антителом ингибирование функ-
ции VEGFR1 или удаление VEGFR1 из клеток костного мозга лимити-
ровало образование предметастатических кластеров и предотвращало 
развитие метастазов опухолей в костях. Было также показано, что 
VEGFR+ клетки экспрессируют интегрин α4β1 и что фибронектин в 
резидентных фибробластах регулируется факторами роста, специфич-
ными для опухоли. Фибронектин является лигандом интегрина α4β1, а 
повышенная экспрессия обеспечивает разрешающую нишу для входя-
щих опухолевых клеток [48]. Интересно отметить, что впоследствии 
было показано, что предшественники остеокластов реагируют на экс-
прессию VCAM-1 опухолевых клеток, что приводит к прогрессирова-
нию болезни в костях [52]. Поэтому существует мнение, что один кри-
тический тип клеток отвечает, как за метастатическое «самонаведе-
ние», так и за разрушение костной ткани. Аналогичные исследования 
Gao D. et al. [53] подтверждают роль макрофагов, полученных из кост-
ного мозга, обуславливающих метастазическую нишу посредством 
секреции протеогликана-версальца, который, в свою очередь, секве-
стрирует TGFb и стимулирует приобретение ЦОК мезенхимального 
фенотипа (ЭМП) и переход их в ДОК. В настоящее время хорошо из-
вестно, что ЦОК могут возникать из первичной опухоли, нести злока-
чественные особенности первичной опухоли [54], способны выживать 
в кровообращении, обладают способностью экстравазировать, и по 
крайней мере, небольшая часть из них в конечном итоге может форми-
ровать отдаленные гематогенные метастазы, поскольку само место 
подвергается условиям оптимизации популяциями нативных клеток, 
образуя «метастатическую нишу» еще до начала диссеминации рако-
вых клеток.  
 
1.3 Местные механизмы рецидива заболевания 
 
1.3.1 Опухолевая «самопосадка» 
 
Экспериментально было продемонстрировано, что ЦОК не 
только способны образовывать метастатические опухоли, но также об-
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ладают способностью вернуться к месту возникновения первичной 
опухоли. Kim M.Y. et. al. [55] были первыми исследователями, проде-
монстрировавшими это, и определили, что ЦОК (из флуоресцентно ме-
ченных популяций) способны колонизировать немаркированную ткань 
молочной железы. Источником ЦОК в некоторых случаях была флуо-
ресцентно маркированная первичная опухоль (той же линии клеток), 
или в роли источника ЦОК выступали флуоресцентно меченные клет-
ки, вводимые непосредственно в кровоток. В исследовании описывает-
ся повышенная способность метастатического потомства к возможно-
сти повторного «засева» первичной опухоли, что совпадает с наблюде-
ниями Braun S. et. al. [56], который подтвердил, что пациентки с детек-
тируемым ЦОК/ДОК имеют значительно больший риск локального ре-
цидива. Интересно отметить, что флуоресцентно меченные клетки из 
«родительской опухоли», которые успешно повторно сформировали 
«реципиентную» опухоль, были выделены и определены как обладаю-
щие большей способностью к самообновлению. Кроме того тран-
скрипционный профиль этих клеток походил на аналогичные образцы 
экспрессии генов, определяемые в клетках метастатических очагов. 
Исследования механизмов данного процесса с использованием модели 
линии клеток метастатического РМЖ MDA-MB-231 установили вовле-
чение в процесс интерлейкина-6 (IL-6) и интерлейкина-8 (IL-8), а также 
активацию функции факсинового актин-связывающего белка 1 
(FSCN1), матричной металлопротеиназы-1 (MMP1) и хемокинового 
лиганда CXC 1 (CXCL1). Поэтому теория «самопосева» по существу 
предполагает привлечение ЦОК обратно к первичной опухоли in situ и 
отражает способность ЦОК экстравазировать и инфильтрировать пер-
вичную опухоль. Начиная с публикации Kim M.Y. et. al. [55], была про-
делана другая работа, направленная на дальнейшее выяснение меха-
низма «самопосева» [57], а также его проявление при остеосаркоме 
[58]. Более того, ряд работ по обзору, посвященных данной теме, также 
всплыл после работы Kim M.Y. Эти обзорные статьи в сочетании с са-
мой оригинальной работой определят несколько главных моментов в 
опухолевой прогрессии: (1) увеличение первичной скорости роста опу-
холи, (2) содействие местной регенерации и (3) «естественный отбор» 
более агрессивных субпопуляций ЦОК, которые имели бы больший 
успех выжить при колонизации нового места [32, 59, 60, 61, 62, 63]. 
Поэтому этот процесс «самопосева» опухоли может фактически харак-
теризовать ЦОК/ДОК, свойства которых все еще выясняются и могут 
также отвечать за МОБ. Кроме того, работа, относящаяся к «самосея-
нию» опухоли, дала данные, которые могли бы, по крайней мере ча-
стично, объяснить наблюдаемые ассоциации с метастазами, такие как 
большой размер опухоли, анаплазия (потеря дифференциации и ориен-
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тация клеток друг к другу и окружающей ткани), а также гиперваску-
ляризация злокачественных новообразований с плохим прогнозом [55]. 
 
1.3.2 Терапевтически устойчивые клетки 
 
Исследование, проведенное в 2006 году, оценило линии клеток 
РМЖ MCF7 и MDA-MB-231, выращенных в 2D-культуре, по сравне-
нию с субпопуляциями CD44+ve/CD24-ve, выращенными в маммосферах 
после воздействия различных доз радиоактивного излучения. Более 
высокая радиорезистентность наблюдалась в субпопуляции клеток, 
выращенных в 2D-культурах, которая была измерена видами реактив-
ного окисления (ROS) и pH2AX. Дальнейшая оценка с использованием 
клеток MCF7 показала, что следующее облучение в 2D-культуре, при-
вело к тому, что неадгезивные плавающие клетки были обогащены для 
CD44+ve/CD24-ve и улучшили экспрессию Notch1, тогда как адгезивные 
клетки не претерпели никаких изменений. Терапевтическая устойчи-
вость была подтверждена в 2008 году Fillmore C.M. et. al. [64], которые 
использовали химиотерапевтический подход на большем числе кле-
точных линий РМЖ, но в добавок к этому также провели анализ ксено-
трансплантации, сравнивая несортированные и CD44+ve/CD24-ve/ESA+ ve 
отсортированные клетки, и наблюдали значительно более высокую 
способность инициирования опухоли в отсортированной субпопуля-
ции. В том же году группа ученых во главе с Li X. [65] оценила фено-
тип CD44+ve/CD24-ve в парных биопсиях у пациенток с РМЖ, получав-
ших неоадъювантную терапию, а также способность к формированию 
маммосфер. У пациенток, получавших традиционную терапию, доля 
этой субпопуляции увеличивалась в дополнение к способности образо-
вывать маммосферы. Однако у пациенток, получавших лапатиниб, 
напротив было зафиксировано небольшое снижение данной субпопу-
ляции. За этой работой последовали работы Creighton C.J. et. al. [66], 
которые использовали подобный парный подход у пациенток, которые 
получали неоадъювантную терапию летрозолом или доцетакселом, и 
также наблюдались увеличение субпопуляции CD44+ve/CD24-ve и эф-
фективное формирование маммосфер. Важно отметить, что они проде-
монстрировали с помощью иммунофлуоресцентной метки клиниче-
ских образцов, что эта субпопуляция состояла из гибридных эпители-
ально-мезенхимальных клеток. Кроме того эти клетки экспрессировали 
мезенхимальные маркеры, включая FN1, MMP2, MMP3, FOXC2, VIM 
и SNAI2. Данные работы подтверждают ряд фактов: (1) эти радиорези-
стентные клетки, инициирующие рак, могут поддерживать способ-
ность к самовосстановлению и фактически выводят из состояния покоя 
клетки, переводя их в активное делящееся состояние [67], (2) что 
STAT1-инфекция увеличивает апоптоз после облучения в 
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CD44+ve/CD24-ve MCF7 сортированных клеток, выращенных в 3D-
культуре [68], и (3) снижение регуляции CD44 в этой опухолевой суб-
популяции повышает восприимчивость к терапии доксорубицином 
[69]. Поэтому есть данные, свидетельствующие о том, что резистент-
ные к терапии клетки (ЦОК), которые остаются в виде остаточного за-
болевания (МОБ), парадоксально усиливаются в своей способности к 
«возрождению» опухолей и, в свою очередь, представляют собой риск 
как для локального рецидива опухоли, так и для отдаленного метаста-
за. 
 
1.3.3 Механизмы терапевтической резистентности 
 
Сопротивление раковых клеток химиотерапевтическим агентам 
и лучевой терапии было описано двумя механизмами – устойчивость к 
множественным лекарственным средствам и пан-резистентность. Важ-
но понимать, что в опухолевых клетках существует перекрытие этих 
механизмов, однако они рассматриваются как два совершенно разных 
оружия сопротивления противоопухолевой терапии. Различия между 
ними становятся очевидными, когда рассматривается способ обеспече-
ния устойчивости и характер возникающего сопротивления в опухоле-
вой клетке. 
 
1.3.3.1 Множественная лекарственная устойчивость 
 
Концепция множественной лекарственной устойчивости осно-
вывается на пяти ключевых механизмах: (1) переносчики лекарствен-
ных средств/клеточные насосы, (2) модулирование пути апоптоза и 
старения раковой клеткой, (3) эффективность клеточного цикла, (4) 
механические/стохастические факторы и (5) опосредуемые стволовыми 
опухолевыми клетками.  
Семейство АВС-транспортеров представляет собой трансмем-
бранные АТФ-связывающие белки/кассеты и является ответственным 
за перемещение лекарственного средства из раковых клеток. Было по-
казано, что основной функциональный элемент этой системы P-
гликопротеин, кодируемый геном ABCB1/MDR1, действует на суб-
страты, такие как антрациклины, таксаны, винкаалкалоиды и эпиподо-
филлотоксины [70]. Однако существуют субстраты, в отношении кото-
рых P-гликопротеин мало эффективен, особенно большие гидрофиль-
ные препараты и нуклеозидные аналоги. Другие белки семейства ABC-
транспортеров могут действовать на разные субстраты, например, 
ABCG2, который также известен как breast cancer resistance protein 
(BCRP), действует на амфипатические лекарственные средства [71]. 
Работа Shay J.W. et al. продемонстрировала доксорубициновую сенси-
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билизацию предполагаемых устойчивых субпопуляций стволовых опу-
холевых клеток из клеточных линий MDA-MB-231, MCF7 и MCF10A 
in vitro посредством подавления ABCG2, опосредованного подавлени-
ем аденин-нуклеотидного транслокатора-2 (ANT2) с помощью shRNA. 
Изменение путей сенсибилизации имеет логический смысл с точки 
зрения максимизации долговечности раковых клеток, например, путем 
захвата теломеразной функции клетки как средства предотвращения 
клеточного старения [72]. Теоретически манипулирование апоптозны-
ми путями также принесет пользу, учитывая тот факт, что терапия ча-
сто действует так, чтобы главным образом вызвать гибель клеток пу-
тем их чрезмерного повреждения [73, 74]. Учитывая тот факт, что по-
давляющее большинство опухолевых заболеваний человека – это кар-
циномы, которые часто лишены функционального проапоптотического 
р53 опосредованного пути [75], тогда роль модуляции пути апоптоза 
становится сомнительной при РМЖ. Данная гипотеза была подтвер-
ждена и действительно было продемонстрировано, что она не имеет 
функционального значения при РМЖ [76]. Клеточный цикл прямо вли-
яет на устойчивость раковой клетки. Многие химиотерапевтические 
агенты и лучевая терапия нарушают клеточный цикл, например, путем 
индукции повреждения ДНК или нарушения образования микротрубо-
чек, необходимых для завершения митоза, и поэтому такие подходы по 
своей сути лучше всего работают на активно пролиферирующих клет-
ках. Следовательно, клетки в состоянии покоя остаются нетронутыми 
[77]. Конечный аспект резистентности к лекарственным средствам свя-
зан с физическими параметрами, которые влияют на взаимодействие 
лекарственных средств и, следовательно, с устойчивостью к лечению. 
Если препарат не может физически взаимодействовать с его мишенью, 
то эффекта, соответственно, не может быть. Это было продемонстри-
ровано у пациенток с РМЖ, у которых имели место метастазы в голов-
ной мозг и которые лечились антителом, которое не проникало через 
гематоэнцефалический барьер [78]. Другим вариантом является прото-
ковая аденокарцинома поджелудочной железы, где уровень проникно-
вения лекарственного средства является плохим из-за обширной стро-
мальной оболочки [79]. Ключевой общей особенностью резистентно-
сти к нескольким лекарственным средствам является то, что опухоль 
развивается таким образом, что позволяет ей сопротивляться многим, 




Пан-резистентность была описана Borst P. [80] как остаточное 
раковое заболевание, которое сохраняется после первоначальной тера-
пии и которое возвращается гораздо более агрессивным образом, со-
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вершенно не отвечающее на любое лечение. Движущая сила пан-
резистентности менее четко определена по сравнению с резистентно-
стью к нескольким лекарственным средствам, однако уже описанные 
механизмы играют потенциальную роль в данном процессе, в частно-
сти эффекты клеточного цикла и стволовые опухолевые клетки. Borst 
P. [80] выдвигает два других объяснения пан-резистентности, первое из 
которых является клеточным супердефектом, благодаря чему клетки 
работают сверхурочно для того, чтобы все лекарства были удалены из 
клетки. Вторая – компенсация, которая не влияет на взаимодействие с 
лекарственной мишенью, а использует для компенсации другие меха-
низмы, такие как активация параллельных путей взамен целевых. Дру-
гим объяснением феномена пан-резистентности является работа 
Sharma S.V. et al. [81], который использовал модель немелкоклеточного 
рака легкого (НМРЛ in vitro), обработанного EGFR-целевым ингибито-
ром тирозинкиназы для получения устойчивых к лекарственным сред-
ствам персистентных клеточных колоний со 100-кратной сниженной 
чувствительностью к лекарственным средствам. Когда эти клетки вы-
ращивали в отсутствие лекарственного средства, они все восстановили 
чувствительность. В то же время если культивировали эти клетки в 
присутствии самого лекарственного средства, то они оставались в со-
стоянии покоя, но приблизительно 20 % из них возобновили нормаль-
ную пролиферацию и были названы устойчивыми к лекарственным 
средствам. Авторы смогли ограничить образование подобных колоний 
путем ингибирования рецептора IGF-1, ингибированием демиметилазы 
KDM5A и использованием ингибиторов гистондезацетилазы (HDAC). 
Эта работа выявила хроматином опосредованное обратимое лекар-
ственное толерантное состояние в остаточных популяциях клеток рака, 
которое может объяснять пан-резистентность. 
 
1.4 Эпителиально-мезенхимальный переход 
 
Критическим моментом в процессе инвазии и метастазировании 
является фенотипическое изменение в опухолевых клетках, известное 
как эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП). Были описаны и 
рассмотрены три типа ЭМП; 1 тип ЭМП связан с эмбриогенезом и раз-
витием, 2 тип ЭМП относится к заживлению ран, регенерации тканей и 
фиброзу органов [82, 83]. Эти первые два типа относятся к физиологи-
ческим процессам, а 3 тип ЭМП относится к трансформации эпители-
альных раковых клеток и связан с процессом метастазирования, следо-
вательно, является патологическим [84]. Об этом писал Boyer B. et al. 
[85]. Он сообщил, что процесс «рассеяния клеток» – это важный шаг в 
инвазии и метастазировании, и включает по меньшей мере два биоло-
гических события: (1) диссоциация клеток в результате нарушения 
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межклеточных связей и (2) клеточное движение в результате пере-
стройки цитоскелетных белков и образования новых межклеточных 
контактов клеток-субстратов. Эти события происходят одновременно 
или синхронно в клетках и приводят к активной миграции клеток. В 
нормальных клетках существует потребность в активации диапазона 
высоко контролируемых и пространственно-временно регулируемых 
сигнальных молекул, чтобы инициировать изменения, наблюдаемые во 
время ЭМП, которые не происходят в нормальном состоянии. Однако 
предполагается, что в раковых клетках онкогенная активация сигналь-
ных молекул может привести к автономному ЭМП-процессу [85]. 
Более 95% первичных опухолей молочной железы имеют эпи-
телиальное происхождение [86]. Эпителиальные клетки имеют булыж-
ный вид и прочно удерживаются в относительно жесткой структуре 
благодаря четкому контакту между клетками, образованными плотны-
ми соединениями, адгезивными переходами, десмосомами и щелевыми 
соединениями [87]. E-кадгерин является широко изученным трансмем-
бранным гликопротеином, который в эпителиальных структурах необ-
ходим для поддержания стабильной тканевой архитектуры посред-
ством молекул клеточной адгезии [88]. Внутриклеточный домен E-
кадгерин связывается с катенинами, которые, в свою очередь, связаны 
с актиновым цитоскелетом [89]. Именно эти взаимодействия, а также 
гомодимеризация между внеклеточными доменами молекул E-
кадгерин, необходимы для стабильной клеточной структуры [89]. Спе-
цифические интегрины также прикрепляют эпителиальные клетки к 
составляющим внеклеточного матрикса, таким как ламинины, фиброн-
ектин и коллаген [90, 91, 92]. Однако во время ЭМТ молекулы клеточ-
ных адгезий с участием E-кадгерин в соединениях адгезивов, окклю-
дины и клаудины в плотных соединениях и десмоплакине в десмосо-
мах наряду с аффилированной апикало-базальной полярностью исче-
зают, поскольку клетки принимают мезенхимальный фенотип [83]. 
Клетки становятся более вытянутыми или «веретенообразными», гиб-
кими, подвижными и, следовательно, потенциально инвазивными [87]. 
Мезенхимальные клетки имеют менее организованную и струк-
турированную организацию, лишенную апико-базальной полярности 
эпителиальных клеток или направляющей базальной пластинки и, та-
ким образом, подвержены изменениям актина и промежуточной нити в 
структуре цитоскелета [82]. Во время ЭМП происходит увеличение 
секреции протеолитических ферментов, что приводит к деградации 
внеклеточного матрикса, опосредованного матричными металлопроте-
иназами (MMП) и системой активатора урокиназного плазминогена 
(uPA), что позволяет клеткам проникать в окружающие стромы и ткани 
[93]. Было показано, что активация системы uPA связана с плохим про-
гнозом РМЖ [94, 95]. Совсем недавно мезенхимальный фенотип также 
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ассоциировался с уменьшением чувствительности к текущим противо-
раковым терапиям, включая цитотоксические и молекулярные таргет-
ные агенты [96]. Общий эффект – значительное повышение метастати-
ческой способности этих раковых клеток [97, 98]. 
В дополнение к характерной потере экспрессии E-кадгерина и 
эпителиально-ассоциированных цитокератинов (СК) ЭМП также 
включает увеличение экспрессии виментина, N-кадгерина, секрецию 
ферментов MMП и сопровождающее увеличение экспрессии тран-
скрипционных факторов, таких как TWIST, SNAIL и др., которые 
определяют мезенхимальный фенотип. Korsching E. et al. [99] показали, 
что экспрессия виментина коррелирует со степенью злокачественности 
опухоли, экспрессией альфа-гладкомышечного актина (ASMA), а так-
же с экспрессией генов, включая рецептор эпидермального фактора ро-
ста (EGFR), цитокератин 5 (СК-5) и цитокератин 10 (СК-10), которые 
все связаны с базальным молекулярным подтипом РМЖ. Несмотря на 
вопрос о том, в какой степени ЭМТ отвечает за экспрессию виментина, 
наблюдаемую при инвазивном РМЖ, они пришли к выводу, что экс-
прессия виментина свидетельствует о заключительной стадии дедиф-
ференцировки опухолей и была связана с инвазией. Степень и характер 
экспрессии виментина при РМЖ были рассмотрены ранее [100]. Sarrio 
D. et al. [101] показали связь между диапазоном базаль-
ных/мезенхимальных маркеров и более плохим исходом при РМЖ. 
Willipinski-Stapelfeldt B. et al. [102] использовали большую серию 
(2200) РМЖ, чтобы продемонстрировать, что потеря CK и эктопиче-
ская экспрессия виментина были связаны с более высокой агрессивно-
стью опухоли, высоким митотическим индексом и отрицательным эст-
роген/прогестерон (ER/PgR) статусом и в значительной степени связа-
ны с клиническим исходом при однофакторном анализе. 
Dabbs D.J. et al. [103] обратил внимание на использование им-
муногистохимии (ИГХ) для определения экспрессии белка E-кадгерина 
в отношении долькового РМЖ. Тот факт, что дольковый РМЖ либо 
имеет плохую экспрессию E-кадгерин, либо полностью лишен его, был 
подтвержден в этой работе, однако внешне гистологически эти опухо-
ли сохраняют эпителиальный вид. Более того, обширная панель тран-
скриптомов РМЖ в последнее время не смогла показать никаких дока-
зательств увеличения ЭМП при этом заболевании, несмотря на отсут-
ствие недостатка эпителиальной молекулы клеточной адгезии E-
кадгерина [104]. Альтернативные кадгерины, такие как R-кадгерин, 
могут действовать как первичный медиатор молекул клеточной адге-
зии [105]. Кроме того очевидно, что функциональный характер данного 
кадгерина варьируется в зависимости от биологических особенностей 
[106, 107]. Таким образом, то, что принято называть завершенным 
ЭМТ в раке, становится индивидуальным для каждой опухоли, так как 
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ясно, что классические параметры ЭМП не всегда применяются из-за 
вероятного наличия промежуточного или гибридного фенотипа [108].  
 
1.5 Эпителиально-мезенхимный переход и минимальная 
остаточная болезнь 
 
Учитывая тот факт, что исследования ЭМП все больше сосредо-
тачиваются при метастатической болезни, роль ЭМП и МОБ была и 
является на сегодняшний день одним из фокусов исследования. К 
настоящему времени имеется не так много публикаций из различных 
исследовательских групп, рассматривающих аспекты ЭМП в 
ЦОК/ДОК [109, 110]. Первая работа, оценивающая статус E-кадгерина 
при МОБ, была выполнена Funke I. et al. [111] в 1996 году. В этом ис-
следовании использовалось ИГХ окрашивание на СК-18 и E-кадгерина 
клеток в костном мозге пациентов с РМЖ и раком желудка. Они обна-
ружили отдельные клетки СК-18+, а также небольшие кластеры (2–9 
клеток) и более крупные кластеры (10 клеток). Анализ состояния E-
кадгерина показал, что ДОК являются положительными, отрицатель-
ными или гетерогенными в отношении экспрессии E-кадгерина. Вери-
фицированные случаи РМЖ имели гетерогенность с относительно чет-
ным числом положительных и отрицательных пациенток с E-
кадгерином, в то время как почти все анализируемые пациенты с кар-
циномой желудка были отрицательными, за исключением одного гете-
рогенного случая. Несмотря на то, что была отмечена общая статисти-
ческая тенденция отрицательности E-кадгерина в одиночных ДОК и 
положительности в кластерах ДОК, у 3 из 4 пациентов с однородной 
позитивностью E-кадгериана были большие кластеры ДОК в костном 
мозге. Совсем недавно число оригинальных исследовательских статей, 
пытающихся проверить гипотезу ЭМП при МОБ, стало увеличиваться. 
В одной из ранних работ, посвященных ЭМП в ЦОК/ДОК, изучали 
ЭМП путем оценки экспрессии генов в клетках РМЖ, выделенных из 
плеврального выпота, с использованием конъюгированных иммуно-
магнитных гранул c антителом против молекул клеточной адгезии эпи-
телиальных клеток (EpCAM) и антитела MUC-31 [46]. Проводили ана-
лиз при помощи микрочипов и выяснили, что клетки, выделенные из 
плеврального выпота, были разделены на две различные подгруппы, 
которые назывались «EP1» и «EP2».  
Некоторые гены, активированные и транскрибируемые в группе 
EP1, были связаны с эпителиальным фенотипом и включали СК, белки, 
связанные с микротрубочками, гены, участвующие в межклеточном 
взаимодействии, отвечающие за выживаемость клеток и их пролифе-
рацию. В частности, избирательно регулировался ген Ets-1 TF, кото-
рый, как известно, активирует молекулы, связанные с метастазирова-
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нием. В группе ЕР2 экспрессировались гены, связанные с активацией 
агрессивного мезенхимального фенотипа и ЭМП. Главным образом 
были активированы гены: ММР, интегрины, виментин и CXCR4. Ис-
следование Willipinski B. et al. [102] также включало анализ белков для 
оценки клеточных линий, выделенных из ДОК пациенток, страдающих 
РМЖ. Исследователи обнаружили потерю нескольких эпителиальных 
СК-белков, а также прирост виментина в этих клеточных линиях ДОК 
по сравнению с линиями клеток MCF-7 и MTSV-1.7 [102]. Первым, кто 
опубликовал работу по использованию клеточных линий ДОК для ана-
лиза мезенхимального маркера виментина среди других маркеров при 
МОБ, был Putz E. et al. [112] в 1999 году. В большой группе пациенток, 
страдающих РМЖ, выделили ДОК из костного мозга и с использова-
нием ПЦР анализа обнаружили усиление экспрессии репрессора тран-
скрипции E-кадгерина гена TWIST1 [113]. В другом исследовании, 
оценивающем ЭМП в ЦОК, использовали отрицательный отбор только 
в качестве метода очистки ЦОК, и применяя технологию ОТ–ПЦР в 
режиме реального времени наблюдали сверхэкспрессию, по меньшей 
мере, одного из маркеров ЭМП: TWIST1, SNAIL1, SLUG, ZEB1 и 
FOXC2 у 15,4 % пациентов с РМЖ [114, 115]. Далее было показано, 
что повышенная экспрессия виментина в первичных опухолях молоч-
ной железы коррелирует с плохим прогнозом [116]. В дополнительных 
исследованиях также сообщалось об экспрессии виментина в клеточ-
ных линиях ДОК человека [117], а также в ЦОК из клинических образ-
цов [51, 118] и образцов крови мышей [119]. 
Недавняя работа по оценке ЭМП в ЦОК/ДОК расширила знания 
по данному вопросу, включив в исследование маркеры, которые, как 
считают, являются типичными для стволовых опухолевых клеток РМЖ 
(BCSC) [120, 121, 122]. Считается, что эти, по-видимому, мезенхи-
мальные BCSC способны образовывать новые отдаленные опухолевые 
колонии в результате их стволовых свойств, которые в последующем 
позволяют дифференцировать и генерировать различные фенотипы 
клеток, наблюдаемые в гетерогенной массе опухоли [123]. В несколь-
ких публикациях, посвященных этим аспектам, рассматривались ЦОК 
на ранней стадии РМЖ, а также ЦОК в контексте системной терапии 
пациенток с метастатическим РМЖ с использованием тестов на основе 
ПЦР [51, 124]. В первом случае с использованием доступного коммер-
ческого набора AdnaTest обнаружили усиление экспрессии маркеров 
промотирования ЭМП TWIST1, v-akt 2 (Akt2) и фосфатидилинозитид-
3-киназы альфа (PI3Ka) в дополнение к маркеру альдегиддегидрогена-
зы 1 BCSC (ALDH1) [124]. Эта работа была дополнена Kallergi G. [51], 
который продемонстрировал, что VEGF, индуцируемый гипоксией 
фактор 1-альфа (HIF-1a) и фосфорилированная протеинкиназа B (pAkt) 
экспрессируются в ЦОК у большинства пациентов с метастатическим 
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РМЖ. Кроме того они показали, что TWIST и виментин, экспрессиру-
ются в ЦОК как на ранней стадии, так и при метастатической болезни 
[51]. В то время как TWIST снижает регуляцию экспрессии E-
кадгерина, он также увеличивает транскрипцию протеинкиназы B 
(Akt), которая, как известно, ингибирует апоптотические процессы. 
Было продемонстрировано, что связывание TWIST с промотором Akt и 
повышение активности Akt приводят к резистентности к паклитакселу 
[125]. При помощи ОТ–ПЦР также было показано, что доля ALDH1 
положительных ЦОК была выше в более продвинутых стадиях РМЖ и 
коррелировала с экспрессией виментина и фибронектина [126]. Эти 
профили экспрессии генов могут иметь очень важные точки приложе-
ния в клинической практике, так как являются дополнительными мар-
керами в добавок к эпителиальным маркерам в коммерчески доступ-
ных тестах для анализа ЦОК. В одной публикации было указано, что у 
пациенток, которым проведено тестирование на ЦОК, большая часть 
результатов была положительной на наличие ЦОК в периферической 
крови, и главным образом в том случае, когда молекулярно-
биологический подтип их первичной опухоли определялся как гипер-
экспрессирующий HER2-neu либо трижды негативным подтипом, по 
сравнению с пациентами с люминальными подтипами [127]. Это может 
быть отражением различных клеточных линий РМЖ, которые класси-
фицируются по этим соответствующим молекулярным подтипам, по-
скольку, например, тройные отрицательные клеточные линии, как пра-
вило, попадают в подгруппы базального A и B рака, которые часто 
проявляют мезенхимальные опухолевые свойства [128]. 
 
1.6 Мезенхимально-эпителиальный переход и минимальная 
остаточная болезнь 
 
Несмотря на то, что маркеры ЭМП были обнаружены в ЦОК и 
ДОК, было также отмечено, что метастазы РМЖ человека в печени, 
легких и головном мозге часто экспрессируют более высокие уровни 
E-кадгерина относительно первичной опухоли и, следовательно, могут 
быть «более эпителиального» происхождения по своей природе [129, 
130]. В дополнение к мембранному E-кадгерину, способствующему 
клеточной адгезии, эта «эпителизация» была связана со способностью 
цитоплазматического домена E-кадгерина связывать b-catenin, a-catenin 
и p120. Это не только связывает молекулу адгезии с актиновым цитос-
келетом, но предотвращает ядерную локализацию b-catenin и, в свою 
очередь, опосредованную LEF-1/TCF транскрипционную активацию 
сигнального пути Wnt [131], которая, как было показано, способствует 
агрессивному мезенхимальному фенотипу рака [132]. Это явление 
наблюдается и при других раковых заболеваниях и их метастазах [133, 
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134], что указывает на то, что мезенхимально-эпителиальный переход 
(MЭП), может играть важную роль в образовании макрометастазов. 
Действительно, предполагается, что среднесрочные свойства ЦОК и 
ДОК недостаточны для оптимального злокачественного поведения, и 
на самом деле способность перехода от эпителиального к мезенхимно-
му фенотипу, а затем обратно в эпителиальное состояние является 
важным фактором агрессивности и метастатического поведения этих 
клеток [135]. Armstrong A.J. et al. сообщают, что преобладание событий 
МЭП в метастатических очагах в легких у крыс аденокарциномы пред-
стательной железы крысы, показали важную функциональную связь 
между способностью возвращаться в эпителиальное состояние и мета-
статическим ростом в паренхиме легких [136]. Недавние исследования 
еще раз продемонстрировали важность МЭП при метастазировании 
[137, 138], а другие показали, что цикл ЭМП может предоставить уни-
кальный профиль экспрессии генов в клетках карциномы, открывая 
новые терапевтические перспективы [139, 140]. Динамическая способ-
ность клеток превращаться из эпителиального состояния в мезинхи-
мальное и обратно, в отличие от одностороннего перехода, – это так 
называемый всеохватывающий термин «эпителиально-мезенхимная 
пластичность», который, возможно, более точно описывает перемен-
ный характер этой оси движения ЦОК/ДОК и процесс метастазирова-
ния [141]. 
Важно отметить, что, как подразумевается в концепции эпите-
лиально-мезенхимной пластичности, существуют промежуточные со-
стояния, при которых клетки могут экспрессировать как эпителиаль-
ные, так и мезенхимальные маркеры в различной степени, и они, ско-
рее всего, будут обнаруживаться чаще, чем полные эпителиальные или 
мезенхимальные состояния при МОБ. Некоторые из ранее рассмотрен-
ных исследований предложили концепцию промежуточного фенотипа 
эпителиально-мезенхимной пластичности при раке, но исследование, 
проведенное Creighton C.J. et al. [66], было первым, которое визуально 
продемонстрировало это явление. В этом исследовании основное вни-
мание уделялось остаточным эпителиальным опухолевым клеткам мо-
лочной железы после лечения, однако обогащение на предмет мезен-
химальных и предполагаемых маркеров BCSC также наблюдалось у 
пациенток, страдающих РМЖ [142]. Коллектив ученых под руковод-
ством Yu М. [143] продемонстрировал, что как одиночные ЦОК, так и 
высокообогащенные субпопуляции ЦОК одновременно экспрессиро-
вали как эпителиальные, так и мезенхимальные маркеры. Они исполь-
зовали флуоресцентную РНК-гибридизацию in situ для количественной 
оценки доли эпителиальных (E+), мезенхимальных (M+) и гибридных 
(E/M) опухолевых клеток. Анализу подлежали следующие образцы: (1) 
опухоли эпителиальных и мезенхимальных ксенотрансплантатов, вы-
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ращенные у мышей, (2) микрочипы тканей, содержащие образцы как 
доброкачественной ткани молочной железы, так и инвазивные первич-
ные опухоли молочной железы, (3) ЦОК, выделенные из перифериче-
ской крови пациентов метастатическим РМЖ. Одно из ключевых 
наблюдений, представляющих интерес, заключалось в том, что у паци-
ентов, которые ответили на терапию, большая часть ЦОК после лече-
ния переключилась на E+, в то время как у пациентов, не отвечающих 
на лечение, имеющих прогрессирование заболевания, большая часть 
ЦОК после лечения перешла на М+. 
Эта работа была дополнена исследованиями, которые предоста-
вили некоторые из первых прямых доказательств эпителиально-
мезенхимальной пластичности, продемонстрировав существование ги-
бридов, которые обладают свойствами инициирования метастатиче-
ской опухоли из ЦОК, выделенных из периферической крови пациен-
тов с распространенным раком предстательной железы [136], и паци-
ентов с немелкоклеточным раком легкого [118]. Более того, Wu S. et al. 
[144] применил методику РНК-гибридизации in situ к ЦОК, выделен-
ным у пациенток с карциномой молочной железы, и смог их рзграни-
чить как на эпителиальные, мезенхимальные, так и на гибридные. Ис-
следования все еще продолжаются, пытаясь еще больше продемон-
стрировать присутствие гибридной клетки эпителиально-
мезенхимальной пластичности, также называемой метастабильной, и 
ее сосуществование с фенотипом стволовой опухолевой клетки РМЖ в 
ЦОК и ДОК [145, 146]. 
 
1.7 Доказательства того, что ЦОК являются злокачествен-
ными клетками 
 
В 2000 году в публикации Pretlow T.G. et al. [147] были пред-
ставлены доказательства того, что изолированные ЦОК могут образо-
вывать опухоли. Это было первое исследование, в котором описыва-
лось создание ксенотрансплантатов у голых мышей из ЦОК, выделен-
ных из крови 14 пациентов с метастатическим раком (11 пациентов с 
раком предстательной железы и 3 пациента с раком толстой кишки). 
Было обнаружено, что метастазы в легких развиваются у тех мышей, 
которым «привили» ЦОК от трех пациентов (1 с ободочной кишкой и 2 
с раком предстательной железы). Последующая работа была опублико-
вана с целью иллюстрации того, что ЦОК несут злокачественный фе-
нотип. В 2002 году Fehm T. et al. [54] исследовали «циркулирующие 
эпителиальные клетки» (ЦЭК) и «циркулирующие эпителиальные опу-
холевые клетки» (ЦЭОК), чтобы определить, содержали ли они абер-
рантные хромосомы относительно нормальной диплоидной клетки че-
ловека, и сравнили эти структуры с таковыми из первичной опухоли. 
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Группе ученых удалось сопоставить образец ЦЭК и первичные образ-
цы опухолевой ткани у 10 из 13 пациентов, также отмечая чаще при-
рост хромосом, чем их потери. В некоторых случаях картина клеточ-
ной анатомии различалась между ЦЭК и первичной опухолью. В даль-
нейших исследованиях был доказан опухолевый характер ЦОК, 
например, у пациенток с РМЖ, у которых была определена сверхэкс-
прессия протоонкогена HER2-neu [148]. Рецептор эпидермального фак-
тора роста, который часто чрезмерно экспрессируется при РМЖ и кор-
релирует с плохим прогнозом, также был обнаружен в ЦОК у 38 паци-
ентов с ранним РМЖ и у 44 % пациентов с метастатическим РМЖ со-
ответственно [149]. Также совсем недавно был доказан туморогенный 
и метастатический потенциал ЦОК с использованием систем ксено-
трансплантатов. Baccelli I. et al. [150] успешно прививали ЦОК от па-
циентов с РМЖ в полость бедренной кости мышам NSG, у которых от-
сутствовали зрелые лимфоциты и NK-клетки и которые имели не-
сколько скомпрометированных сигнальных путей цитокинов в допол-
нение к ослабленному врожденному ответу. Они отметили, что боль-
ший успех был достигнут, когда изолированные ЦОК были подвергну-
ты сортировке FACS для EpCAM, CD44, CD47 и протоонкогена MET 
(HGF-рецепторная тирозинкиназа). Хотя не все сортированные ЦОК 
были положительными для MET, метастазы, которые росли у мышей, 
были MET-положительные. Hodgkinson С.L. et al. [151] смогли транс-
плантировать клетки мелкоклеточного рака легких после подкожной 
инъекции у мышей NSG, а затем подтвердили, что эти опухоли были 
получены из изолированных ЦОК путем сравнения геномных профи-
лей для TP53 и RB1. Yu М. et al. [152] изолировали ЦОК от пациентов 
с РМЖ и смогли установить линии клеток с использованием неадге-
зивной культуры in vitro, где было отмечено, что наибольший успех 
формирования клеточной линии происходит с использованием ЦОК, 
полученных от пациентов, опухоли которых были устойчивы к тера-
пии. В последующем из части этих клеточных линий были получены 
последовательные линии ксенотрансплантатов у мышей NSG. Инте-
ресно, что Yu M. [152] использовали эти линии ЦОК для скрининга 
мутаций, которые позволили бы определить чувствительные к лекар-
ственным средствам, что само по себе представляет особый интерес 
ввиду того, что ЦОК и клетки первичной опухоли отличались между 
собой, тем самым подчеркивая важность постоянного мониторинга 
ЦОК. 
 
1.8 Рак в стадии прогрессии и в состоянии и покоя 
 
Убеждение большинства ученых состоит в том, что рак возни-
кает из-за накопления генетических и эпигенетических изменений с те-
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чением времени, что приводит к клеточной дезорганизации и некон-
тролируемому росту, и что инвазия возникает только в более позднем 
периоде после дальнейших изменений в опухоли. Однако новые иссле-
дования показывают, что распространение опухолевых клеток может 
происходить на ранних стадиях развития злокачественного новообра-
зования [47, 153]. Было показано, что в мышиной модели системное 
распространение опухолевых клеток происходит после ранних эпите-
лиальных изменений в молочной железе [47]. Более того, как у мыши, 
так и у человека число диссеминированных клеток, по-видимому, не 
связано с размером первичной опухоли [47, 154]. Husemann Y. et al. 
[47], используя в своих исследованиях две модели трансгенных мышей 
(модель трансгенной мыши HER2-BALB-NeuT и модель трансгенной 
мыши MMA-PyMT), продемонстрировал, что распространение опухо-
левых клеток и прогрессирование опухоли могут происходить уже на 
доинвазивной стадии и что количество и генотип отделившихся «кле-
ток-семян» не связаны с размером опухоли. Самые высокие показатели 
распространения коррелировали с общим количеством раковых клеток 
в первичной опухоли, которые претерпевают изменения в самом нача-
ле канцерогенеза. Интересно отметить, что в системе HER2-BALB-
NeuT наблюдалось нарушение базальной мембраны, лежащей в основе 
гиперпластического эпителия. Это было связано с активацией протео-
литических систем в эпителии молочной железы, и, что весьма важно, 
после анализа матрицы комплементарной ДНК (кДНК) микродиссифи-
цированных образцов было установлено, что они связаны с молодым 
возрастом и атипичной гиперплазией протоков [47]. Однако электрон-
ная микроскопия, проведенная на обеих трансгенных моделях, показа-
ла, что эпителиальные клетки пронизывали базальную мембрану неза-
висимо от того есть, или нет признаки дезорганизации базальной мем-
браны. Кроме того, HER2+ ДОК, обнаруженные в легких и костном 
мозге мышей с атипической протоковой гиперплазией, которая по сво-
ей сути является предопухолевым состоянием, но не инвазивным, были 
идентифицированы как злокачественные и возникшие из первичного 
очага [47]. 
В последние годы также было установлено, что диссеминиро-
ванные раковые клетки часто проявляют гораздо более прогрессирую-
щую геномную изменчивость, чем можно было бы ожидать, предпола-
гая первоначальное прогрессирование первичной опухоли и образова-
ние метастатического очага [155]. В обзоре Klein C.A. [155] было обна-
ружено, что модель позднего распространения несопоставима со вре-
менем образования метастазов из первичной опухоли, даже когда учи-
тывалось время удвоения объема первичной опухоли и метастазов. 
Komori J. et al. [156] предположил в обзоре, что, возможно, нет мета-
стазирующих генов, и поэтому потребность в генетических и эпигене-
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тических аберрациях накапливаться с течением времени является пу-
стой концепцией. Было высказано предположение, что это может быть 
чисто стохастический процесс, в зависимости от того, какие клетки по-
кидают опухоль, куда они идут и когда. Это утверждение основано на 
работе, показывающей, что нормальные клетки, как было показано, 
выживают и растут с функциональной сосудистой сетью в лимфатиче-
ских узлах, общем месте метастазирования. Эта работа дополнена ана-
логичным исследованием Podsypanina K. et al. [157], которые проде-
монстрировали способность нормальных клеток эпителия молочной 
железы выживать в эктопических участках после инъекции в перифе-
рический кровоток мышей и после индуцированной экспрессии онко-
гена для активации размножения и возможности колонизировать новые 
участки. Впоследствии Klein C.A. [155] проанализировал эту публика-
цию и продолжает подчеркивать, что работа больше освещает более 
раннее и позднее распространение, но вопрос, развиваются ли злокаче-
ственные клетки, наблюдаемые при метастазировании внутри или вне 
исходной опухолевой массы, остается открытым. Способность к ран-
нему распространению и к ЭМП была подтверждена в недавнем иссле-
довании Rhim A.D. et al. [158]. При флуоресцентной маркировке кле-
точной линии была выявлена способность панкреатических раковых 
клеток приобретать свойства любых гистологических или клинических 
признаков первичной злокачественности. Считается, что поколение ра-
ковых клеток, которые произошли от первичной опухоли, является 
причиной рецидива рака у людей в течение нескольких лет или десяти-
летий после успешного первичного удаления опухоли. Спящие рако-
вые клетки могут существовать как покоящиеся одиночные клетки 
[159] или в виде микрометазов в состоянии сбалансированной проли-
ферации [160], которые не являются клинически видимыми [161]. 
ДОК, или их аналоги, или остаточные первичные опухолевые клетки 
используют покой [162]. Покой опухолевых клеток в контексте пер-
вичной болезни скорее всего будет следствием терапевтического вме-
шательства и может действительно также применяться к ДОК и мик-
рометастазам. В том случае, когда лечение еще не начато, а скрытая 
дистанционная метастатическая болезнь уже существует, причина по-
коя и активации различная – преодоление внешнего давления микро-
окружения [163]. Schmidt-Kittler О. et al. [164] продемонстрировали, 
что диссеминированные клетки, обнаруженные в костном мозге паци-
ентов с неметастатическим РМЖ, имели в количественном и каче-
ственном отношении меньше геномных аберраций, чем первичная 
опухоль, и предположили, что эти «посеянные» клетки должны были 
распространиться до операции или даже в додиагностический период. 
Они показывают, что относительно небольшое количество хромосом-
ных аберраций у многих пациентов без явных метастазов, но с диссе-
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минированными клетками, может указывать на замедление канцеро-
генного процесса в этих клетках, возможно, из-за внешних ограниче-
ний микроокружения, которые сохраняют их в состоянии покоя. Таким 
образом, продолжительность периода покоя может отражать время, не-
обходимое для накопления дальнейших аберраций, необходимых для 
последующего неконтролируемого роста. Эти аберрации могут суще-
ственно отличаться от таковых в первичной опухоли, учитывая генети-
ческие различия, наблюдаемые между метастатическими и первичны-
ми опухолями [165]. Однако есть данные о том, что генетический про-
филь первичного РМЖ может напоминать генетический анализ мета-
стазов [166], и это наблюдается при других типах рака [167]. Это гово-
рит о том, что модели раннего и позднего прогрессирования являются 
независимые, и не являются общими, и что способность метастазиро-
вать либо «записана» в генетическом коде, либо «не записана» во всей 
опухоли. Как изменяются отношения между состояниями покоя и ак-
тивацией опухолевых клеток в клинической ситуации под воздействи-
ем системного лечения и с учетом резистентности к лекарственным 
средствам, еще предстоит определить, хотя некоторый сдвиг в этом 
направлении уже есть на примере образцов циркулирующей опухоле-
вой ДНК во время лечения и на месте отдаленных метастазов [168]. 
 
1.9 ЦОК/ДОК и протоковая карцинома in situ  
 
Протоковая карцинома на месте in situ (DCIS) представляет со-
бой неинвазивную форму РМЖ, которая включает неопластическую 
пролиферацию опухолевых клеток в протоковых и дольковых структу-
рах железы, которые не прорастают базальную мембрану протоков. 
Диагностика DCIS в последние годы резко возросла в результате уве-
личения маммографического скрининга и сейчас составляет до 20% 
случаев РМЖ [169]. Несмотря на то, что DCIS, как считается, не обла-
дает метастатическим потенциалом, у пациенток, наблюдается относи-
тельно повышенный риск прогрессирования с образованием инвазив-
ного РМЖ и местного рецидива, особенно если DCIS имеет высокий 
индекс пролиферативной активности Ki67 и сверхэкспрессирует HER2 
[169, 170]. Как бы ни звучало это удивительно, но у 3 % пациенток с 
DCIS обнаруживают метастазы в подмышечных лимфатических узлах 
[171]. Это наблюдение совпадает с работой Husemann Y. [47], как уже 
обсуждалось ранее, показанное в опухолевой модели на мышах, опу-
холевые клетки могут распространяться даже при самых ранних изме-
нениях эпителия, и, соответственно, это может иметь место, по край-
ней мере, у некоторых пациенток с DCIS. В исследовании 266 пациен-
тов с диагнозом DCIS Banys M. c соавт. [172] идентифицировали ДОК 
в аспирате костного мозга у 34 (13%) пациентов. Они не обнаружили 
 30   
 
 
статистической корреляции между наличием ДОК и клинико-
патологическими признаками первичной опухоли. Интересно, что у 3 
из 221 пациентки, которым была выполнена биопсия сторожевого 
лимфатического узла, были обнаружены опухолевые клетки в этом уз-
ле, но ни у одной женщины не были идентифицированы ДОК в кост-
ном мозге. Тем не менее, меньшее по объему исследование, проведен-
ное Sanger N. et al. [170], установило, что у 4 из 19 (21,1%) пациенток с 
DCIS обнаружены ДОК в костном мозге. Примечательно, что они под-
черкивают необходимость использования соответствующих антиген-
ных или генетических маркеров для обнаружения всех типов ДОК, в 
том числе тех, которые, возможно, подверглись ЭМП и не обнаружи-
ваются обычно используемыми СК-антителами. Они предлагают, что 
13-процентная частота обнаружения ДОК, описанная Husemann Y. 
[47], может быть ошибочно низкой из-за используемых антител. Banys 
М. et al. [172] также использовали те же СК-антитела, которые могут 
потенциально объяснить их сходные результаты. Клиническая значи-
мость этих ранних метастатических событий в контексте DCIS по-
прежнему неоднозначна. В то время как метастазы в сигнальном лим-
фатическом узле обнаруживаются у 3–4% пациентов с DCIS, частота 
отдаленных висцеральных метастазов у пациенток низкая [173]. Кроме 
того, учитывая тот факт, что метастатическое поражение регионарных 
лимфатических узлов является независимым отрицательным прогно-
стическим показателем [174], скорость эффективного распространения 
опухолевых клеток на начальной стадии опухолевого процесса до сих 
пор не ясна. Таким образом, роль и клиническая значимость обнаруже-
ния МОБ и прогнозировании течения опухолевого процесса у пациен-
ток с DCIS по-прежнему остается неизвестной, но является захватыва-
ющей областью будущего трансляционного исследования. 
 
1.10 Минимальная остаточная болезнь и фенотип стволовой 
опухолевой клетки  
 
Стволовые опухолевые клетки были впервые описаны при лей-
кемии, когда Bonnet D. et al. [175] сообщил, что только незначительное 
подмножество лейкемических CD34–CD38-клеток, когда он транс-
плантировал их мышам SCID, привело к распространению и выжива-
нию лейкемических клеток с морфологией, подобной той, что наблю-
далась у донорского пациента. Положительные ЦОК с тех пор были 
идентифицированы при некоторых солидных опухолях, в том числе 
РМЖ, толстой кишки, головного мозга и предстательной железы [120, 
176, 177, 178]. В исследованиях МОБ известно, что популяции ЦОК и 
ДОК очень гетерогенны, даже у одного и того же пациента, как морфо-
логически [179], так и молекулярно [180]. Это относится и к раковым 
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клеткам первичной опухоли. Бурно накапливаются данные, свидетель-
ствующие о том, что только некоторые субпопуляции первичных опу-
холевых клеток приобретают характеристики, необходимые для выхо-
да из первичной опухоли и интравазации, и все чаще упоминается, что 
только определенные субпопуляции «агрессивных» ЦОК/ДОК могут 
прогрессировать в метастазы. Были найдены линии ЦОК, способные к 
краткосрочной культуре и позволяющие лучше предсказать результат 
лечения и прогноз заболевания [143]. Понятие стволовых опухолевых 
клеток подразумевает, что имеется небольшая популяция клеток в пер-
вичной опухоли, которая склонна быть опухолегенной и мультипо-
тентной, поэтому стволовые опухолевые клетки дают возможное объ-
яснение факта существования «агрессивных» подгрупп клеток, кото-
рые имеют способность распространяться и приводить к прогрессиро-
ванию рака. 
При РМЖ эти предполагаемые стволовые опухолевые клетки 
были первоначально идентифицированы Al-Hajj М. et al. как CD44+ 
CD24–благодаря использованию экспериментов по ксенотранспланта-
ции [120]. Исследования показывают, что они составляют примерно 
10–20% опухолевых клеток в первичной опухолевой массе, хотя сте-
пень вариации достаточно обширна [181, 182]. CD44 представляет со-
бой молекулу клеточной адгезии, которая связана со стволовыми клет-
ками в нормальной ткани молочной железы, но также встречается в 
других типах опухолевых клеток. Сообщалось, что CD44 потенцирует 
адгезию клеток РМЖ к эндотелиальным клеткам в костном мозге [183], 
таким образом, возможно, опосредует костные метастазы. CD24 обыч-
но экспрессируется на ранних стадиях развития В-клеток и не экспрес-
сируется во взрослых тканях человека, а экспрессируется главным об-
разом при раковых заболеваниях человека. В клеточных линиях РМЖ 
экспрессия CD24 уменьшает в клетках стромальную, вызванную фак-
торами-1, опосредованную миграцию и передачу сигналов через 
CXCR4, подавляя их метастатический потенциал, в то время как CD24– 
клетки, наоборот, обладают выраженным метастатическим потенциа-
лом [181]. В последующих исследованиях был использован дополни-
тельный маркер-кандидат для фенотипа стволовой опухолевой клетки-
ALDH1, который был первоначально идентифицирован в ретинобла-
стоме [184], и участвует в окислении внутриклеточных альдегидов и 
высоко экспрессируется во многих стволовых и клетках-
предшественниках [121, 123, 185]. С тех пор этот маркер был включен 
в список, используемый для обнаружения и оценки МОБ как молеку-
лярно [124, 126], так и визуально [186, 187]. 
Существует значительный объем работы, указывающий, что 
ЭМП играет роль в развитии раковых клеток, несущих признаки ство-
ловых опухолевых клеток [123, 188, 189, 190]. Таким образом, все 
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больше доказательств свидетельствует о том, что субпопуляции ство-
ловых опухолевых клеток из первичной опухоли, либо ЦОК/ДОК, по 
крайней мере частично через ЭМП приобретают качества стволовых, 
такие как состояние покоя, самообновление, асимметричное деление и 
устойчивость к нескольким лекарственным средствам [66, 124, 126, 
142], а также присущую им радиорезистентность [191]. Эти характери-
стики позволяют клеткам не только выживать во враждебных для них 
условиях, таких как кровеносная система и костный мозг, но и выжи-
вать при обычных методах лечения, а затем стимулировать рост опухо-
ли и формирование метастазов. Однако следует признать, что концеп-
ция стволовых опухолевых клеток все еще бурно обсуждается [192, 
193]. Работа из лаборатории Вайнберга показала, что стволовые клетки 
РМЖ могут быть получены из дифференцированных клеток молочной 
железы [194], тогда как Liu S. et al. [195] показали, что субпопуляция 
CD24–/CD44h+ отличается от ALDH1+ субпопуляции стволовых кле-
ток РМЖ, тем самым ставя под сомнение их совместное использование 
в качестве маркеров для определения данного феномена. Более того, 
Sarrio D. et al. [196] продемонстрировали стволовые признаки в нор-
мальных клетках РМЖ, не зависящих от мезенхимального состояния. 
Следствием таких исследований является то, что сложность взаимосвя-
зи между ЭМП и стволовыми клетками РМЖ либо намного больше, 
чем текущее понимание этого процесса, либо, напротив, эта достовер-
ная связь сомнительная. Частично интересные статьи ставят под со-
мнение обоснованность ксенотрансплантации как способа опухолеоб-
разования при исследовании этих стволовых опухолевых клеток [197, 
198]. Обсуждая, действительно ли эти клетки ответственны за распро-
странение опухоли, приводят в качестве примеров лейкоз, где клетки, 
не несущие маркеры стволовых опухолевых клеток, могут образовы-
вать опухоли даже из маленького количества клеток. Существуют спо-
ры по поводу этого аргумента, поскольку он сравнивает результаты 
полученные, при исследовании солидных карцином с искусственно со-
зданными опухолевыми системами. Однако также была опубликована 
аналогичная работа, демонстрирующая тумурогенную способность 
клеток меланомы с использованием небольшого количества несорти-
рованных клеток у мышей NSG [199, 200]. Несмотря на все это, ключе-
вое наблюдение, которое осталось неоспоримым, заключается в том, 
что эти специфические подгруппы стволовых опухолевых клеток, 
независимо от того, действительно ли они являются стволовыми, зна-
чительно более агрессивны, поскольку они сохраняются после лечения 
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1.11 Характеристика ЦОК/ДОК 
 
ЦОК обычно встречаются с крайне низкой частотой, составляя 
всего 1 на 109 клеток крови или 1 на 106–107 мононуклеарных клеток 
[201, 202, 203]. Однако ЦОК/ДОК чаще намного больше по размеру, 
чем клетки крови, при этом средний диаметр опухолевых клеток в кро-
ви пациенток, страдающих РМЖ, составляет 29,8–33,9 µм [204], тогда 
как подавляющее большинство лейкоцитов крови составляет 8–12 µм. 
Согласно одной публикации, основные морфологические критерии 
ЦОК включают ядро размером более 16 мкм, неравномерность ядерно-
го контура, наличие видимой цитоплазмы и «ядерно-
цитоплазматическое» отношение (N/C) больше 0,8 [202]. Некоторые из 
этих критериев обычно разделяются другими исследованиями. Стоит 
отметить, что точные значения для отбора могут варьироваться, и по-
этому могут быть использованы альтернативные критерии, такие как 
анизолеолиз [205]. ДОК соответствуют этим характеристикам, но так-
же сообщается, что они имеют тенденцию образовывать клеточные 
кластеры с сильным или нерегулярным цитоплазматическим окраши-
ванием цитокератинов, видимыми цитокератиновыми нитями, круп-
ным ядрышком и часто зернистым или очерченным ядром [206, 207]. 
Описав эти морфологические характеристики, одна группа опублико-
вала работу, связанную с ЦОК, в которой морфологические признаки 
по своей природе были неоднородны. Было обнаружено, что ЦОК 
имеют отношение N/C, которое простирается от максимума до мини-
мума, и что их общий размер варьируется от более крупного до мень-
шего, чем лейкоциты. Дальнейшие сравнения были сделаны между 
морфологией ЦОК и клетками первичной/метастатической опухоли у 
одного и того же пациента. Ключевым выводом было то, что ЦОК под-
держивают первичные цитологические характеристики опухоли и 
представляют собой гетерогенную природу первич-
ных/метастатических опухолей. Их результаты противоречили гипоте-
зе о том, что могут распространяться только определенные субпопуля-
ции клеток карциномы, например, такие как стволовые опухолевые 
клетки [179, 208]. 
В 2007 году группа по оценке РМЖ Американского общества 
клинической онкологии (ASCO) оценила использование перспектив-
ных маркеров РМЖ для различных целей. Некоторые из известных 
маркеров были включены, такие как раковый антиген 15-3 (CA 15-3) и 
раковый антиген 27.29 (CA 27.29), которые измеряют уровни муцина 1 
(MUC1) в периферической крови, уровень раково-эмбрионального ан-
тигена (РЭА) в крови, ER, PgR, HER2 статус первичной опухоли. Так-
же были определены маркеры с недоказанной клинической значимо-
стью, такие как определяемая через проточную цитометрию 
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ДНК/плоидность, уровень р53 и наличие/отсутствие ЦОК/ДОК [209]. 
Постулат о ЦОК/ДОК относительно их использования в клинике за-
ключается в том, что они являются потенциальным материалом для 
повторяющихся низкоинвазивных «жидких» биопсий, которые позво-
ляют постоянно контролировать в режиме реального времени раковых 
пациентов, которые подвержены риску рецидива [210]. Основанием 
для принятия решения по ЦОК/ДОК для ASCO было наблюдение, что 
не каждый пациент, признанный положительным по данному маркеру, 
не обязательно будет рецидивировать, как ожидалось. Было проведено 
несколько интервенционных исследований для оценки клинической 
пользы ЦОК в качестве предиктора рецидива [211], и, несмотря на 
подтверждение сильной прогностической зависимости между количе-
ством ЦОК и терапевтическим ответом, исследование SWOG S0500 не 
могло продемонстрировать клиническую полезность в виде увеличения 
общей выживаемости (ОВ) или безрецидивной выживаемости без про-
грессирования (БРВ) у пациентов, которые были переведены на аль-
тернативные химиотерапевтические режимы из-за постоянных или 
увеличенных количеств ЦОК после первоначальной терапии [212]. 
Другое, более интенсивное исследование CirCe01 в настоящее время 
продолжается, и промежуточный анализ недавно подтвердил сильную 
прогностическую способность ЦОК [213]. Следовательно, все больше 
усилий предпринимается для того, чтобы охарактеризовать ЦОК/ДОК 
молекулярно и фенотипически, чтобы идентифицировать МОБ, пред-
ставляющий реальную угрозу, если понимать все процессы лежащей в 
основе биологии этих клеток. Одно самое важное и ключевое наблю-
дение, которое неоднократно подтверждалось, состоит в том, что 
ЦОК/ДОК очень разнородны. Сложность оценки и характеристики 
МОБ сильно затруднены не только из-за нехватки, но и по разнообра-
зию и специфике различных методов обогащения и обнаружения, ис-
пользуемых различными лабораториями [214, 215, 216, 217, 218].  
Поскольку ЭМП может быть важным процессом в генерации и 
функционировании ЦОК и ДОК, в нескольких публикациях была 
предпринята попытка оценить маркеры, связанные с ЭМП, как молеку-
лярно, так и фенотипически. Частично в результате этого процесса мо-
жет возникнуть большая вариация молекулярных маркеров, которые 
могут быть обнаружены в ЦОК/ДОК. Кроме того если утверждение о 
том, что ЭМП играет критическую роль в МОБ, считать верным, тогда 
ряд технических последствий, возникающих в результате разных мето-
дик обогащения и изоляции ЦОК/ДОК, может отвечать за изменение 
результатов. Ключевой момент заключается в том, что на сегодняшний 
день значительная часть методов обогащения и обнаружения основана 
на экспрессии эпителиальных маркеров, главным образом на EpCAM и 
СК, таких как СК-8, СК-18 и СК-19. Фактически эта технология имела 
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место в течение десятилетий. Например, некоторые из самых ранних 
работ с использованием EpCAM и СК-18 в качестве средства обнару-
жения ДОК были выполнены Kubuschok B. et al. [219] в 1999 году и 
Schlimok G. et al. [220] в 1987 году. Но поскольку экспрессия этих мар-
керов может быть ослаблена или вообще утрачена во время ЭМП, су-
ществует определенная потенциальная предвзятость в определении 
молекулярных и фенотипических характеристиках. Конечно, было 
продемонстрировано, что некоторые подтипы РМЖ недопредставлены 
в исследованиях МОБ, опять же из-за отсутствия эпителиальных мар-
керов [221]. Один из способов, с помощью которого группы попыта-
лись обойти эту проблему, заключается в использовании многометро-
вых подходов как на этапе обогащения, так и в процессе обнаружения 
[222, 223, 224, 225, 226, 227, 228]. Эти исследования и многие другие 
выявили различия в молекулярной и фенотипической экспрессии вы-
бранных ими маркеров между отдельными ЦОК/ДОК, даже одного и 
того же пациента. Например, исследование, проведенное Strati А. et al. 
[229], продемонстрировало высокую гетерогенность экспрессии генов 
в ЦОК как при раннем РМЖ, так и при метастатическом. Они обнару-
жили, что у пациентов с ранним раком почти половина была положи-
тельной для СК-19 и TWIST1, тогда как приблизительно 20% были по-
ложительными для ассоциированного с меланомой антигена 3 (MAGE-
A3), HER2, обратной транскриптазы теломеразы человека (hTERT) и 
человеческого маммаглобина (hMAM). При оценке ЦОК при метаста-
тическом раке примерно 50% случаев были положительными для СК-
19, 40% – для TWIST1, 30% – для hMAM и меньше 20% – для MAGE-
A3, HER2 и hTERT. Следовательно, поскольку это разнообразие в 
МОБ неоднократно было подтверждено, мышление и технологии о 
том, как исследовать эти клетки, эволюционировало. В результате ис-
пользуются методы, охватывающие подходы к МОБ, которые захваты-
вают отдельные клетки, особенно в отношении молекулярного анализа. 
Согласно литературным данным, Powel А.А. et al. [180] была первой 
группой, которая изолировала отдельные ЦОК от пациентов РМЖ для 
последующего молекулярного анализа. Было изучено 65 образцов кро-
ви от 50 женщин с РМЖ, включая как ранний, так и метастатический 
рак, с использованием технологии обогащения ЦОК MagSweeper. При 
помощи микроскопа они изолировали 510 клеток, в каждом случае 
оценили транскипционный профиль мРНК методом ОТ–ПЦР в режиме 
реального времени с использованием системы Fluidigm. Из 510 клеток 
105 были идентифицированы как ЦОК в соответствии с их установ-
ленными идентифицируемыми параметрами, а из 87 оцениваемых ге-
нов, лишь 31 ген, был обнаружен только в 15% анализируемых ЦОК. 
Были идентифицированы две основные подгруппы экспрессии генов 
независимо от пациента, но ни одна из них не соответствовала профи-
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лям различных подгрупп клеточной линии РМЖ. Это исследование 
указывает на степень вариации, существующую среди ЦОК разных па-
циентов, а также у одного и того же пациента, в дополнение к разнооб-
разной природе экспрессии некоторых молекулярных маркеров при 
МОБ. Ранние исследования, посвященные маркерам ДОК, дали пред-
ставление об имеющихся функциональных преимуществах и их харак-
теристиках, таких как подавление основного класса комплексов гисто-
совместимости (MHC) I класса, что, как было предложено, необходимо 
для уклонения от опосредуемой цитотоксической Т-клеткой клеточной 
смерти, используя ИГХ, Pantel К. et al. [230] идентифицировали изоли-
рованные опухолевые клетки лишенные экспрессии MHC I в костном 
мозге пациенток с РМЖ, раком желудка, раком толстой кишки. Это яв-
ление отмечалось чаще при РМЖ, в отличие от случаев рака желудка и 
толстой кишки, и объяснялось тенденцией РМЖ, образовывать пре-
имущественно костные метастазы. Было также отмечено, что смесь по-
ложительной и отрицательной реакций МНС класса I наблюдалась у 
13% пациентов, что усиливало гетерогенность этих клеток. Наблюда-
лась статистически значимая корреляция между частотой MHC I отри-
цательных ДОК и низко дифференцированной первичной опухолью, 
что далее было подтверждено в отдельном исследовании [231]. Это по-
следнее исследование также продемонстрировало более худший про-
гностический результат у пациентов с отрицательными MHC I ДОК. 
Также была выполнена Heiss М.М. et al. [232] подобная работа по ис-
следованию экспрессии uPAR в изолированных ДОК при РМЖ и раке 
желудка. В дополнение к ИГХ Pierga J.Y. et al. [233] выделяли положи-
тельные по EpCAM ДОК и подвергали их ОТ-ПЦР в реальном времени 
для анализа относительной экспрессии мРНК uPAR. 
Они обнаружили, что, хотя не все пациенты имели uPAR+ экс-
прессию, из тех, у которых она была, половина имела высокие уровни 
мРНК uPAR. Эти ДОК с высокой экспрессией uPAR достоверно корре-
лировали с более агрессивными типами рака у пациентов. Так, напри-
мер 5 из 6 пациенток с HER2+ раком имели высокий уровень нормали-
зованной экспрессии uPAR в ЦОК. 
Связь между uPAR+ и ДОК была продемонстрирована у паци-
ентов с агрессивным первичным раком предстательной железы [234]. В 
дополнение к известной функции ремоделирования ткани и активации 
плазминогена по альтернативному пути через uPAR (например, 
ERK/MAPK, HER2, FAK, Src) высокая экспрессия uPAR также способ-
ствует развитию метастазирующих фенотипов, таких как пролифера-
ция клеток и миграция [235], что объясняет наблюдаемую экспрессию 
uPAR в ДОК. Работа, которая впервые оценила выражение ICAM-1 с 
ДОК, была выполнена Passlick B. et al. [236], в ней было установлено, 
что у большинства пациентов с НМРЛ были выделены ДОК, несущие 
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ICAM-1-ve, и они имели худший прогноз по сравнению с ICAM-1+ve 
ДОК. 
Тем не менее работа Tsujisaki М. et al. [237], описывающая по-
вышенные уровни ICAM-1 в сыворотке крови у пациентов со злокаче-
ственными новообразованиями, является прецедентом для исследова-
ния, непосредственно оценивающего статус ICAM-1 в ДОК. Passlick B. 
et al. [238] затем выполнил корреляционное исследование, оцениваю-
щее состояние MHC I и ICAM-1 в опухолях НМРЛ в отношении мета-
стазирования лимфатических узлов и позитивности костного мозга на 
предмет ДОК. Было обнаружено, что уменьшенная или вообще отсут-
ствующая экспрессия MHC I достоверно коррелирует с метастазами в 
лимфатических узлах, а также с отсутствием экспрессии ICAM-1. От-
сутствие экспрессии ICAM-1 представляет собой интересный механизм 
выживания опухолевых клеток путем уменьшения разрушения моно-
цитов и Т-клеток. Однако это конкретное исследование напрямую не 
оценивало статус ICAM-1 в метастазах лимфатических узлов или ДОК, 
и не было установлено никакой корреляции между отрицательностью 
MHC I / ICAM-1 и позитивностью ДОК в костном мозге. Хотя роль 
ICAM-1 в ДОК была описана и рассматривалась в течение некоторого 
времени, по-прежнему отсутствует работа, непосредственно оценива-
ющая его клиническое значение с учетом метастазирования и прогно-
зирования исходов лечения во всем диапазоне карцином. 
Высокопроизводительные генетические методы открыли новые 
возможности для диагностики МОБ. Holcomb I.N. et al. [239] применял 
метод сравнительной геномной гибридизации (aCGH) для оценки ДНК 
из небольшого числа 10–20 ДОК, выделенных из костного мозга паци-
ентов, страдающих раком предстательной железы, и выявил потери в 
8p23, 10q, 13q и 16q, в то время как увеличение количества копий было 
видно в 8q. Хотя авторы описывают эти изменения как типичные для 
рака предстательной железы, были затронутые гены такие как CDH8 и 
CDH11, представляющие собой интересные пути исследования по все-
му диапазону карцином. Этот метод aCGH был применен в последую-
щем исследовании, в котором сравнивались вариации количества ко-
пий (CNV) в первичном РМЖ для сопоставления одиночных маркеров 
ДОК с использованием одноцепочечного aCGH с высоким разрешени-
ем [240]. Наблюдалось, что CNV коррелируют между первичной опу-
холью и ДОК, включая потери при 8p, 11q и коэффициенты усиления 
при 1q, 8q и 17q. Результаты этого исследования подтверждают после-
довательную теорию клональной эволюции рака. Аналогичная работа 
при РМЖ выявила количественные диссонирующие вариации копий 
между сопоставимыми клетками первичной карциномы и ДОК [241], 
что свидетельствует о параллельной прогрессии и модели стволовых 
опухолевых клеток. Moller Е.К. et al. [242] расширил это исследование, 
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применив односегментарное секвенирование нового поколения, что 
позволило обнаружить не только диссонирующие количественные ва-
риации с помощью aCGH, но и нейтральную по отношению к копии 
потерю гетерозиготности (cnLOH). Анализ проводился по двум случа-
ям согласованного первичного РМЖ и ДОК. В первом выявили высо-
коконкордантные геномные аберрации между опухолью и ДОК, вклю-
чая моносому 4, делеции на хромосомах 6, 16, 17 и дублирования на 
хромосомах 1 и 17. Во втором выявили ряд изменений как в ДОК, так и 
в опухоли, таким как усиление в 16p, которое было субклональным, 
трисомия 21, отсутствующая в первичной опухоли, и cnLOH аллеля на 
13 хромосоме, которая присутствовала в качестве субклональной деле-
ции в опухоли. Несмотря на смешанную картину, наблюдаемую в ре-
зультатах исследований ЦОК/ДОК, некоторые перекрывающиеся дан-
ные дали представление о потенциальной важности ЭМП и гипотезе 
стволовых опухолевых клеток, а также механизмах, которые они по-
тенциально могут регулировать, например, инвазии, терапевтической 
резистентности, покое и выживаемости клеток путем пролиферации, 
модуляции старения или, возможно, подавления апоптоза. 
 
1.12 Гормонорецепторный статус и минимальная остаточ-
ная болезнь 
 
В настоящее время стандартная практика заключается в опреде-
лении стадии опухолевого процесса и патогистологической характери-
стики опухоли с изучением экспрессии рецепторов эстрогена альфа 
(ERα) и прогестерона (PgR) с использованием ИГХ. Было показано, что 
опухоли, позитивные по наличию гормональных рецепторов, прогно-
стически более благоприятно протекают с точки зрения общей выжи-
ваемости, тогда как гормонально-негативные опухоли имеют более 
агрессивный фенотип [243, 244]. Более того, присутствие гормональ-
ных рецепторов в опухоли обеспечивает терапевтическую мишень и 
позволяет использовать антиэстрогенные препараты, улучшающие вы-
живаемость женщин. Однако многие ERα+ опухоли способны разви-
вать de novo, либо приобретенную гормональную резистентность, и, 
таким образом, прогрессировать с образованием метастазов даже на 
фоне антиэндокринных терапий. Долгое время наблюдалось, что со-
стояние ERα и/или PgR метастатической ткани может быть отличным 
от статуса первичной опухоли [245, 246, 247], особенно с ERα+, но 
PgR– опухоли молочной железы люминального B молекулярного под-
типа. 
Было обнаружено, что как прирост, так и потеря рецепторного 
статуса в метастатической опухоли относительно первичной опухоли 
составляет 46 % [247, 248, 249]. Терапевтическое влияние перестройки 
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рецепторного статуса было продемонстрировано в недавней публика-
ции, где было отмечено, что гормонорецептороно позитивные (HR+) 
пациенты, перенесшие рецидив с гормонорецепторно отрицательными 
(HR–) метастазами, имеют значительно худший результат лечения 
[250]. Интересно, что пациенты с HR– первичным диагнозом, но реци-
дивирующие как HR+, имеют лучший результат лечения, чем пациен-
ты с HR– рецидивом независимо от их первоначального первичного 
статуса опухоли [251]. Это и несколько других исследований привели к 
мысли о том, что пациенты с HR+ метастазами, у которых была HR– 
первичная опухоль, могут выиграть от назначения эндокринной тера-
пии, но пока не было проспективного рандомизированного исследова-
ния, анализирующего выживаемость от назначения антиэстрогенного 
лечения, основанного на биопсии метастатических очагов [252]. Име-
ются некоторые расхождения в сообщаемой норме прироста или поте-
ри экспрессии ERα и PgR в метастазах относительно первичной опухо-
ли. Amir Е. et al. [253] сообщают, что в исследовании пациенток с ме-
тастатическим РМЖ у 12,4% пациентов с ERα+ первичная опухоль 
имела ER– метастазы, в то время как у 13,2% пациентов с ER– первич-
ной опухолью были ERa+ метастазы, что указывает на аналогичный 
уровень усиления или потери рецептора эстрогена. Однако в той же 
группе пациентов 42,7% PgR+ по первичной опухоли пациентов были 
PgR– метастазы, тогда как у 16,0 % пациентов с PgR– первичной опу-
холью были PgR+ метастазы, что указывает на большую потерю, чем 
усиление экспрессии PgR в метастатической ткани. Nishimura R. et al. 
[254] сообщают о снижении экспрессии ERα и PgR от первичной до 
метастатической ткани, при этом уровни ERα и PgR снижаются с 63,9 
до 56,7% соответственно в первичной опухоли до 57,7 и 43,3% соот-
ветственно при метастазах. Последствием этой работы в целом являет-
ся необходимость повторных биопсий, чтобы индивидуально управ-
лять режимом гормональной терапии пациенток. Однако основные 
ограничения оценки гормонального статуса таким образом связаны с 
затратами, временем и инвазивностью, и поэтому МОБ стала потенци-
альным альтернативным источником информации в этом отношении. 
Учитывая роль ЦОК/ДОК в прогрессировании метастазов и их перси-
стенцию у пациентов после операции и адъювантной терапии, разуме-
ется, что гормональный статус ЦОК/ДОК также был исследован и во 
многих случаях обнаруживается, что он отличается от статуса первич-
ная опухоль. Удивительно, что диссонанс между гормональным стату-
сом первичной опухоли и гормональным статусом ЦОК намного выше, 
чем в случае первичных и в метастатических опухолевых тканях. Aktas 
В. et al. [124] обнаружили, что из 87 ЦОК+ пациенток с метастатиче-
ским РМЖ 77% пациенток с ERα+ первичной опухолью имели ERα– 
ЦОК и 87% пациенток с PgR+ первичной опухолью имели PgR– ЦОК. 
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Коэффициенты соответствия для ERα и PgR составили соответственно 
41 и 45%. Было отмечено, что большинство ЦОК были ERα– и PgR– 
(81 и 90 % соответственно). 
Отдельное исследование, проведенное Fehm Т. et al. [255], изу-
чающее ЦОК у пациенток с первичным РМЖ, установило, что нормы 
согласованности между состояниями ERα и PgR ЦОК и первичной 
опухоли составляют 29 и 25% соответственно. Другое исследование, 
оценивающее ЦОК у пациентов с метастатическим РМЖ в ходе тера-
пии, также выявило 45% пациентов с ERα+ первичными опухолями, 
которые имели ERα– ЦОК, и 78% пациентов с PgR+ первичными опу-
холями имели PgR– ЦОК [256]. Nadal R. et al. [257], расширив эти 
предшествующие исследования, исследуя гормональный статус ЦОК 
по сравнению с первичными опухолями, обнаружили, что несогласо-
ванность также присутствовала в этом случае, но в большей доле в от-
ношении PgR. 
При исследовании ДОК у пациенток с первичным РМЖ Fehm Т. 
et al. [248] обнаружили, что уровень согласованности ERα первичной 
опухоли и ДОК составляет 28%. Несмотря на то, что 88% пациентов 
имеют ERα+ первичные опухоли, только 12% ДОК в целом были 
ERα+, и, как и в случае с ЦОК в исследовании Nadal R. et al. [257], бы-
ло определено, что экспрессия ERα гетерогенна у 10 из 38 (26 %) паци-
енток с более чем одним ДОК. Они сообщили только об одном случае, 
когда у пациентки была ERα–первичная опухоль, но имелись ДОК с 
мутантным ERα+. Это несоответствие между ДОК и первичной опухо-
лью было проиллюстрировано в исследовании Ditsch N. et al. [259], ко-
торый обнаружил, что только у 18% пациентов с ERα+ первичным ра-
ком имели место мутации ERα+. В данном случае отсутствие экспрес-
сии ERα в ЦОК и ДОК может быть связано с клональной гетерогенно-
стью первичной опухоли [255, 258] в дополнение к более агрессивным 
и инвазивным признакам ERα– клеток [260, 261]. 
Пациентки с ER– первичными опухолями обычно имеют хуже 
прогноза, чем пациентки с ERα+ опухолями, а следовательно, в гетеро-
генных опухолях имеются более агрессивные и инвазивные ER-клетки, 
с более высоким метастатическим потенциалом. Как обсуждалось ра-
нее, было высказано предположение, что субпопуляции клеток МОБ со 
свойствами инициирования опухоли обладают характеристиками, от-
ражающими признаки ЭМП и могут также быть стволовыми опухоле-
выми. В подтверждение этого было продемонстрировано, что утрата 
экспрессии ERα совпадает и может индуцировать ЭМП. Подавление 
рецептора эстрогена у ERα+ в линиях клеток неинвазивного РМЖ 
MCF7 через siRNA приводило к образованию устойчивых к тамокси-
фену клеток, которые изменили морфологию, проявляли увеличенную 
подвижность, у них отмечался переход от СК к цитоскелету на основе 
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виментина с повышенными инвазивными свойствами [262, 263]. Было 
также отмечено, что ключевые транскрипционные факторы, которые 
управляют ЭМП, были усилены в этих клетках. Guttilla I.K. et al. [264] 
смогли продемонстрировать потерю ERα в клетках MCF7, которые бы-
ли подвергнуты длительным условиям 3D-культивирования, тогда как 
при возвращении клеток в стандартную 2D-культуру они приобрели 
характеристики мезенхимальных и стволовых клеток. Эти исследова-
ния совпадают с работой, предполагающей, что ERα может стимулиро-
вать экспрессию GATA3 и стимулировать совместную экспрессию 
FOXA1, оба из которых противостоят ЭМП [265]. Установлено, что 
транскрипционный фактор c-Myb, который опосредует про- пролифе-
ративные эффекты эстрогена в клетках РМЖ, имеет обратную роль в 
подавлении ЭМП-драйвера Zeb1 и сам транскрипционно подавляется 
Zeb1 [266]. Поэтому потенциальное подавление ERα имеет место при 
инвазивных и метастатических процессах, и, в свою очередь, обеспе-
чивает превосходство, в отношении которого ЦОК и ДОК вызывают 
наибольшую озабоченность. К сожалению, на сегодняшний день не 
публикуется никаких исследований, которые непосредственно сравни-
вают состояние ERα и PgR в первичной и метастатической ткани, а 
также ЦОК и ДОК. Результаты исследований, упомянутые выше, ука-
зывают на то, что, хотя экспрессия ERα и PgR, по-видимому, в значи-
тельной степени теряется в ЦОК и ДОК, она в некоторой степени вос-
станавливается в метастатической ткани. 
 
1.13 Статус HER2-neu первичной опухоли, минимальная 
остаточная болезнь и отдаленные метастазы 
 
Амплификация гена HER2 рецептора эпидермального фактора 
роста и последующая сверхэкспрессия HER2 происходят примерно в 
12% случаев первичного РМЖ. Опухолевые клетки, которые являются 
HER2+, обладают передовым экстравазационным потенциалом, кото-
рый приводит к агрессивной форме заболевания, часто резистентного 
ко многим цитотоксическим препаратам и связано со значительно 
сниженной ОВ и БРВ [148, 207, 267]. В последние годы моноклональ-
ное антитело к HER2, известное как трастузумаб, стало доступным и 
доказало свою эффективность при лечении пациенток с положитель-
ными HER2 опухолями. Трастузумаб связывается с HER2, блокируя 
стимулирующую рост внутриклеточную сигнализацию, останавливая 
механизмы клеточного восстановления после химио- и лучевой тера-
пии, и, возможно, запускает процесс апоптоза [268]. Однако право на 
лечение трастузумабом обычно основывается исключительно на стату-
се HER2 первичной опухоли. Кроме того, исследования показали, что 
менее половины пациенток с гиперэкспрессией HER2 в первичной 
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опухоли реагируют на трастузумаб независимо от того, даны они от-
дельно или в сочетании с химиотерапией [268]. Более новые блокаторы 
HER2, такие как лапатиниб и пертузумаб, используются в сочетании с 
трастузумабом и доказывают свою пользу в клинических испытаниях 
[269, 270]. Как и в случае с гормонорецепторным статусом, многие не-
давние исследования продемонстрировали, что статус HER2 различа-
ется между первичными и метастатическими опухолями [207, 271]. 
Liedtke С. et al. [249] сообщают о 13,6% несогласованности между пер-
вичными и метастатическими тканями, что аналогично 14,4 %, зареги-
стрированным Amir Е. c cоавт. [253] и Nishimura R. et al. [254]. Однако 
последние сообщают только о скорости несогласованности 5,5%, хотя 
они демонстрируют большую потерю, чем усиление экспрессии HER2, 
у 12,5% пациенток с HER2+ первичными опухолями, имеющие HER2– 
метастазы. Интересно, что исследование Carlsson J. et al. [268], посвя-
щенное исследованию статуса HER2 в первичной опухоли и лимфати-
ческих узлах у 47 пациенток с отдаленными метастазами, не выявило 
«резких» изменений экспрессии HER2. К сожалению, статус HER2 от-
даленных метастазов не был исследован [268]. Существует также 
предположение, что статус HER2 может измениться во время лечения. 
Это проиллюстрировано в исследовании Apostolaki S. et al. [272], кото-
рые оценили когорту из 214 пациенток с ранней стадией РМЖ и обна-
ружил, что 8 из 161 HER2– пациенток стали HER2+ после лечения, что 
было связано с худшей безрецидивной выживаемостью. Функциональ-
ное значение этих наблюдений подтверждается тем фактом, что ряд 
пациенток, получавших лечение трастузумабом и ответивших на трас-
тузумаб, был идентифицирован в последующем централизованном об-
зоре как ложноположительные для HER2 в первичной опухоли, что 
указывает на то, что их диссеминированное заболевание экспрессирует 
HER2 [273]. Важно отметить, что некоторые из них ответили на тера-
пию, нацеленную на HER2. Существуют проблемы, касающиеся дол-
госрочных терапевтических решений, основанных на первичной опу-
холевой патологии, а также проблем, связанных с выполнением по-
вторных биопсий метастазов, как описано в предыдущем разделе. Еще 
раз МОБ предоставляет возможный альтернативный метод для мони-
торинга пациентов и планирования лечения. В ЦОК и ДОК, как и в 
случае с гормонорецепторным статусом, наблюдалось большее откло-
нение в HER2 статусе по сравнению с первичной опухолью. Fehm Т. et 
al. [255] сообщают о несоответствии HER2 в 47 % случаев, что значи-
тельно ниже, чем при оценке гормнорецепторного статуса, но остается 
значительно выше, чем в первичных и метастатических тканях. Несо-
гласованность HER2 статуса между ЦОК и первичной опухолью была 
продемонстрирована в других работах, что также указывает на то, что 
явление гетерогенности между ЦОК одного и того же пациента в от-
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ношении HER2 также существует, как для ERα и PgR [274, 275]. Эта 
несогласованность в экспрессии HER2 между первичной опухолью и 
МОБ имеет клиническое значение. Исследование Apostolaki S. et al. 
[272] продемонстрировало, что присутствие мРНК HER2 в ЦОК, обо-
гащеных и выделенных из периферической крови пациентов после то-
го, как они подверглись адъювантной химиотерапии, было связано с 
уменьшением безрецидивного периода. Многомерный статистический 
анализ в исследовании показал, что обнаружение HER2+ ЦОК был не-
зависимым отрицательным прогностическим фактором в отношении 
БРВ. Wulfing Р. et al. [276] в дополнение к уменьшенной БРВ также 
установили связь с уменьшенной ОВ. Эти исследования базировались 
на работе Wasserman L. et al. [277], в которой была создана техническая 
база для разработки платформы ПЦР для оценки статуса HER2 в МОБ. 
Имелось множество публикаций после оценки статуса HER2 в ЦОК по 
сравнению с первичной опухолью и сохранением этих клеток во время 
лечения и его соотношением с плохим результатам [278, 279]. Было 
установлено, что HER+ ДОК чаще встречаются у пациентов с метаста-
тическим РМЖ по сравнению с неметастатическими пациентками 
независимо от первичного HER2 статуса опухоли, и, как и их аналог 
ЦОК, эти клетки коррелируют с худшим общим результатом [280, 
281]. Публикации Pantel К. et al. [280] и Braun S. et al. [281] говорят о 
том, что поведение ДОК обусловлено тем, что HER2 играет ключевую 
роль в моделировании взаимодействия клеточной поверхности с моле-
кулой – внеклеточным матричным взаимодействием, вариабельный от-
вет на химиотерапевтические агенты, по меньшей мере частично, свя-
зан с тем, что они находятся в состоянии развития. Как следствие, кли-
ническое значение заключается в том, что это подмножество клеток 
способствует первоначальному метастазированию РМЖ, но также со-
здает риск рецидива после лечения и, следовательно, является идеаль-
ной мишенью. Была продемонстрирована эффективность нацеливания 
на антиген HER2 с трастузумабом на остаточные ЦОК/ДОК, которые 
устойчивы к стандартной системной терапии после операции [282]. В 
настоящее время в Европе проводится рандомизированное клиниче-
ское исследование (исследование DETECT III), где женщины с отрица-
тельным HER2 статусом и прогрессирующим РМЖ, несущие HER2-
положительные ЦОК/ДОК, рандомизируются либо в стандартную 
группу лечения, либо в группу, которая получает лапатиниб в допол-
нение к стандартной терапии. Это происходит в настоящее время в 
рамках исследования DETECT IV, в соответствии с которым антимито-
тические методы лечения должны тестироваться в одной когорте наби-
раемых пациентов. В настоящее время проводится еще одно европей-
ское клиническое исследование, в которое включаются женщины с от-
рицательным HER2 статусом первичного РМЖ, у которых есть посто-
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янные ЦОК даже после системной терапии и хирургического лечения 
(исследование TREAT-CTC). Пациентов рандомизируют в группу 
стандартного лечения или группу, которая получает трастузумаб в до-
полнение к стандартной терапии. Вышеупомянутые публикации и ис-
пытания являются прекрасными примерами того, как работа, связанная 
с характеристикой ЦОК/ДОК, помогла выявить группы пациентов с 
большим риском, а также открыла возможности для терапевтического 
вмешательства в зависимости от поведения этих клеток у конкретного 
пациента. 
 
1.14 Механизмы выживания: тромбоциты, иммунитет и 
циркулирующие опухолевые микроэмболы 
 
1.14.1 Слияние тромбоцитов 
 
Показано, что ЦОК образуют агрегаты с тромбоцитами в крови, 
и это является одним из механизмов выживания и повышенного мета-
статического потенциала [283, 284]. Эффекты взаимодействия между 
ЦОК и тромбоцитами являются взаимными; ЦОК стимулируют агрега-
цию тромбоцитов, а также выделяют факторы, которые активируют 
тромбоциты, в то время как активированные тромбоциты секретируют 
факторы роста, которые, в свою очередь, влияют на рост опухоли и 
экстравазацию ЦОК или образование циркулирующих опухолевых 
микроэмболов [283, 284]. Тромбоциты могут обеспечить физический 
«плащ» для опухолевых клеток, препятствуя доступу иммунных кле-
ток, которые могли бы их уничтожить. Кроме того считается, что ЦОК 
и агрегация тромбоцитов обеспечивают защиту для ЦОК от сильных 
сдвиговых сил, которые присущи потоку крови [284]. Исследования 
также показали, что тромбоциты, активированные их агрегацией с 
ЦОК, секретируют растворимые факторы, включая трансформирующе-
го фактора роста бета (TGFb), который снижает регуляцию экспрессии 
NKG2D, активирующего иммунорецептор клеток натуральных килле-
ров (NK), тем самым нарушая их иммунную функцию [285, 286, 287]. 
В исследованиях на животных моделях было показано, что антиплаз-
менная терапия может снизить скорость развития метастазов [285]. Ис-
следование Yu М. et al. [143] определило путь передачи сигналов TGFb 
при изучении метастабильного фенотипа ЦОК, который, как уже из-
вестно, играет роль в ЭМП. Поэтому исследование, посвященное 
тромбоцитарной стимуляцией TGFb ЦОК, дает объяснение роли тром-
боцитов в возникновении ЭМП при МОБ и подтверждается наблюде-
ниями Labelle М. et al. [288] индуцированного тромбоцитами ЭМП, 
опосредуемого TGFb и NF-jB. Кроме того взаимодействие между ЦОК 
и эндотелиальными клетками, которые могут играть роль в экстраваза-
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ции ЦОК на метастатических участках, также облегчается присоедине-




В некоторых исследованиях оценивали количество ЦОК/ДОК 
несколько раз в течение системной терапии, и, как правило, во всех от-
мечалось, что у пациенток с персистирующей МОБ после терапии ре-
зультаты лечения были значительно хуже [212, 290, 291, 292]. Этот 
факт был подкреплен многочисленными исследованиями исхода забо-
левания: у пациенток, у которых были идентифицированы ЦОК до 
начала терапии, показатели БРВ и ОВ были значительно хуже по срав-
нению с показателями БРВ и ОВ при неметастатическом РМЖ без 
ЦОК. Мета-анализы ЦОК [293] и ДОК [56] продемонстрировали неза-
висимую отрицательную прогностическую ценность ЦОК и ДОК. 
Кроме того была проведена работа, демонстрирующая, что помимо 
ценности наличия/количества ЦОК/ДОК также важна динамика изме-
нения нагрузки ЦОК в течение терапии [294]. Одна из интерпретаций 
этих данных заключается в том, что негативные эффекты химио- и лу-
чевой терапии на иммунную систему пациентки могут способствовать 
выживанию МОБ с помощью иммуносупрессивной функции. Следует 
отметить, что снижение числа ЦОК, наблюдаемое после терапии, нель-
зя категорично связывать с лучшими результатами лечения. Работы 
Muller V. et al. [295] показали, что пациентки, которые перешли в ре-
миссию после терапии, не обязательно были положительными по ЦОК, 
на самом деле большинство из них всегда были отрицательными или 
положительными во время всего лишь одного контрольного теста, хотя 
интерпретацию этих данных нужно проводить с учетом технических 
ограничений самого теста. Однако теоретически взаимодействие меж-
ду тромбоцитами и МОБ, которое потенциально возникает параллель-
но или приводит к ЭМП, дополненное системной терапией, может спо-
собствовать уклонению от иммунного надзора, и более того, способ-
ствовать иммуносупрессии. Интригующе, что в условиях культуры 
клеток было показано, что раковые клетки быстро взаимодействуют с 
тромбоцитами и пытаются перенести молекулы хозяина МНС I класса 
на их поверхность, эффективно маскируя их и способствуя уклонению 
от NK-клеток, а также приобретают способность разрушить Т-клетку 
[296]. Knutson K.L. et al. [297] провел исследование, которое также 
продемонстрировало стойкость раковых клеток, подвергшихся «им-
мунному ремонту». Они пытались вырастить клеточную линию карци-
номы молочной железы мыши, первоначально полученную из транс-
генных HER2 мышей, из родительских мышей вируса 1b (FVB/N) и 
других лейкозов, и обнаружили спустя некоторое время, что возникла 
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более устойчивая иммунодефицитная популяция, которая приобрела 
мезенхимальный фенотип. Принимая во внимание ЭМП, его связь с 
иммуноредактированием, появление иммуноредактирования после 
взаимодействия с тромбоцитами, а также тромбоцитов, полученных с 
помощью TGFb-ЭМП, следует отметить, что SNAIL-опосредованный 
ЭМП, как было показано, индуцирует иммуносупрессию посредством 
измененной экспрессии иммунореактивных эпитопов [298]. Следова-
тельно, может быть, что иммунореформирование в раковых клетках 
происходит вместе с тромбоцитами, оба из которых кумулятивно сти-
мулируют ЭМП, результатом чего является усиленное подавление им-
мунитета и уклонение от иммунологического надзора. 
 
1.14.3 Циркулирующая опухоль микроэмболы 
 
Несмотря на то, что степень изучения этого явления чрезвычай-
но ограничена, было сообщено, что ЦОК могут существовать в виде 
скоплений смежных клеток в кровообращении, которые были названы 
циркулирующими опухолевыми микроэмболами или, «ЦОК-
кластерами». Самые ранние исследования для демонстрации данного 
явления проводились на образцах крови пациентов с колоректальным 
раком [299], чему предшествовали исследования на животных моделях 
[300, 301]. Molnar В. Et al. [299] обнаружили, что ЦОК действительно 
могут сохраняться в кластерах или дублетах клеток, которые могут 
быть полностью СК-положительными, либо состоять из смеси СК+ и 
СК-клеток. За этим последовали работы Marrinucci D. et al. [179], кото-
рые изучали морфологическую гетерогенность ЦОК у пациенток с ме-
тастатическим РМЖ и также отметили наличие кластеров ЦОК. Их 
наблюдения совпадали с наблюдениями группы Molnar В. в отношении 
кластеров, содержащих смесь клеток, но в данном случае ЦОК внутри 
этих кластеров демонстрировали изменение размера и морфологии 
[179]. Cho Е.Н. с et al. [302] расширил эту работу, исследуя циркули-
рующие опухолевые микроэмболы в ряде метастатических эпители-
альных раках и обнаружил по крайней мере один кластер примерно у 
50% пациентов с РМЖ и раком легких, у 22 % пациентов с раком под-
желудочной железы и 93% пациентов с раком предстательной железы. 
Предполагается, что эти кластеры имеют преимущественные и проли-
феративные преимущества по сравнению с одиночной ЦОК в кровооб-
ращении [290]. Исследование Hou J.M. et al. [303], направленное на 
ЦОК, апоптотические ЦОК и циркулирующие опухолевые микроэмбо-
лы при мелкоклеточном легочном раке, обнаружило, что апоптотиче-
ские ЦОК варьировали от 0,2 до 20% от общих количеств ЦОК, но ни 
одна из клеток, содержащихся в микроэмболах, не имела апоптотиче-
ской морфологии. Они также продемонстрировали, что хотя экспрес-
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сия маркера клеточной пролиферации Ki67 была обнаружена в оди-
ночных ЦОК, все циркулирующие опухолевые микроэмболы были от-
рицательными по Ki67, что было обнаружено в отдельном исследова-
нии немелкоклеточного рака легкого той же группой [304]. Они обна-
ружили, что циркулирующие опухолевые микроэмболы при инъекции 
мышам демонстрируют более высокий метастатический потенциал, 
чем одиночные ЦОК. Они предполагают, что отсутствие апоптотиче-
ских клеток и пролиферирующих клеток в микроэмболах дает клеткам 
преимущество выживания, защищая их от аноики и делая относитель-
но устойчивыми к химиотерапии и лучевой терапии [303]. Совсем не-
давно Aceto N. et al. [305] показали, что циркулирующие опухолевые 
микроэмболы являются олигоклональными и, таким образом, исходят 
из первичной опухоли, а их присутствие в крови пациентов с РМЖ 
коррелирует с уменьшением БРВ и ОВ. 
Потенциальная роль ЦОК и ДОК (которые вместе с устойчивы-
ми к терапии раковыми клетками в совокупности называют МОБ) в 
клинической практике постепенно продвигается к возможности ис-
пользования в рамках обычной рутинной практики. ЦОК, в частности, 
обеспечивают захватывающую перспективу «жидкой биопсии», по-
скольку сбор образцов крови является минимально инвазивным и 
очень быстрым, обеспечивая доступ к распространяющимся раковым 
клеткам. В любом случае идея о том, что эти клетки могут служить 
важным источником генетической информации при диссеминирован-
ном заболевании и могут регулярно контролироваться во время лече-
ния рака, позволит обеспечить постоянное, современное, спланирован-
ное, оптимизированное и персонализированное лечение [306]. В то же 
время как присутствие МОБ, а также ее сохранение в течение систем-
ной терапии ассоциируют с худшим прогнозом. На сегодняшний день, 
как оценивается исследованием ASCO и SWOG S0500 [209, 212], дока-
зательств клинической полезности недостаточно для обеспечения ру-
тинного исследования МОБ во время стандартной клинической прак-
тики. Пробное исследование CirCe-01 во Франции продолжается, что 
также показало сильную прогностическую значимость подсчета ЦОК в 
качестве начального показателя до начала лечения [203]. Ясно, что 
ЦОК и ДОК могут отличаться друг от друга как среди пациентов во-
обще, так и внутри одного и того же пациента, и это объясняет, почему 
наблюдаются переменные результаты у пациентов, положительных на 
ЦОК и ДОК. А это явилось в свою очередь ключевым вопросом груп-
пы консенсуса ASCO [209]. Таким образом, продвижение знаний о 
биологии этих клеток стало центральным фокусом и ключом к их при-
менению. Несмотря на то, что в этой области исследований существу-
ют большие технические проблемы, в течение относительно короткого 
периода времени многое стало известным в отношении МОБ, относя-
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щихся к таким аспектам, как: гетерогенность, несогласованность с пер-
вичной опухолью и метастазами, ЭМП и стволовые опухолевые клет-
ки, резистентность к терапии, выживаемость, поведение с соседними 
клетками и микроокружением, а самое главное – изменения в нашем 
понимании природы метастаза. Достижения, достигнутые в понимании 
ЦОК и ДОК за последние два десятилетия, беспрецедентны; в Medline 
есть только более 20 000 публикаций по ЦОК. Прогностическая связь 
между наличием/подсчетом ЦОК по многочисленным методологиям, 
более надежным, чем система Veridex CellSearch, несмотря на ее опору 
на эпителиальную настойчивость, неоспорима, а новые горизонты с 
точки зрения диагностики и терапевтического нацеливания являются 
весьма убедительными [307, 308, 309].  
 




МЕТА-АНАЛИЗ ОПУБЛИКОВАННОЙ ЛИТЕРАТУРЫ 
 
Для систематического поиска были использованы следующие 
электронные базы данных без ограничений по времени с 
использованием английского языка в июне 2016 года: PubMe (HTTP: // 
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), EMBASE, и Science Citation Index, а 
также eLibrery и Российский индекс научного цитирования (РИНЦ) с 
использованием двух языков – русского и английского. В качестве 
ключевых слов были использованы «Circulating tumor cells», «CTCs», 
«breast cancer», или «циркулирующие опухолевые клетки», «ЦОК» и 
«рак молочной железы» соответственно. 
Результаты поиска были затем подвергнуты скринингу по 
следующим критериям включения: 1) любая форма обратной 
транскрипции ПЦР, используемая для оценки ассоциации между 
предполагаемыми маркерами ЦОК и общей выживаемостью (ОВ), 
безрецидивной выживаемостью (БРВ), или прогностические факторы 
РМЖ; 2) >20 проанализированных пациенток, достаточное количество 
данных для расчета отношения рисков (ОР) в качестве оценки 
сравнимого эффекта для БРВ и/или ОВ с 95% доверительный интервал 
(ДИ 95%). В результате скрининга были исключены обзорные статьи, а 
также статьи и материалы, опубликованные в неанглоязычных 
изданиях. В случае потенциально соответствующей ссылки, были 
получены полные статьи и извлечены следующие данные из каждого 
исследования: год издания, фамилия первого автора, количество 
случаев и контроля, число различных клинических и патологических 
параметров, а также методы оценки выживаемости.  
В данном мета-анализе была использована максимально 
скорректированная оценка риска с 95% доверительными интервалами, 
но при отсутствии соответствующих данных были использованы 
минимальные или нескорректированные данные. Неоднородность 
между исследованиями была проверена с помощью Q-теста и I2 
статистики. Если I2 статистика была ≤50%, для группы исследований 
использовалась модель с фиксированным эффектом, в противном 
случае была использована модель случайных эффектов. Оценка 
потенциальной систематической ошибки проводилась при помощи 
воронкообразного графика, который был дополнен Egger и Begg’s. 
Статистический анализ проводили с использованием комплексного 
мета-анализа программного обеспечения версии Comprehensive Meta 
Analysis 3.3.070 (Biostat, Inc., США), свободно доступной в интернете. 
Все тесты были двусторонними, а значения Р менее 0,05 считались 
статистически значимыми. 
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При систематическом поиске литературы было отобрано в 
общей сложности 24 исследования, которые включили 4013 пациенток 
для окончательного анализа. Во всех 24 исследованиях для поиска 
ЦОК в периферической крови применялся метод молекулярного 
обнаружения (ПЦР, ОТ–ПЦР или ОТ–ПЦР в режиме реального 
времени). Пятнадцать исследований были основаны на обнаружении 
опухолевых клеток путем детекции одного гена или антигена [310–
324]. В остальных исследованиях [325–342] для анализа 
использовались два и более различных маркеров. Исходные 
характеристики исследований, отобранных для дальнейшего анализа, 
обобщены в таблице 1.  
В 15 исследованиях анализ на ЦОК как прогностический фактор 
при РМЖ был подтвержден с использованием многомерного анализа. 
Двадцать три исследования включали ранний РМЖ, и пять 
исследований включали метастатический РМЖ. 
В 15 исследованиях была оценена ОВ и/или БРВ на основе 
анализа 2894 случаев. Наличие ЦОК в периферической крови было в 
значительной степени связано с плохой ОВ (ОР=3,00 [95% ДИ 2,29–
3,94], n=17, p<0,0001) и БРВ (ОР=2,67 [95% ДИ 2,09–3,42], n=22, 
p<0,0001).  
Была проведена стратификация использования маркеров СK-19 
и hMAM в качестве наиболее часто используемых для идентификации 
ЦОК и получены следующие результаты для CK-19 ОВ (ОР=3,59 [95% 
ДИ 2,52–5,11], n=12, p<0,0001) и БРВ (ОР=2,94 [95% ДИ 2,17–3,98], 
n=13, p<0,0001) и для hMAM ОВ (ОР=1,94 [95% ДИ 1,03–3,67], n=3, 
p=0,04) соответственно. Было предположено, что совместное 
определение этих маркеров в качестве идентификаторов ЦОК должно 
ассоциироваться с плохим прогнозом, однако, мРНК hMAM-
положительные ЦОК не подтвердили свою значимость в качестве 
независимого прогностического фактора для БРВ (ОР=1,62 [95% ДИ 
0,95–2,74], n=5, p=0,075). Кроме того, присутствие мРНК                   
HER2-положительных ЦОК коррелировали с плохим ОВ (ОР=2,27 
[95% ДИ 1,3–3,85], n=3, p = 0,002) и БРВ (ОР=2,84 [95% ДИ 1,71–4,62], 
n=3, p<0,0001), хотя данные были получены из ограниченного 
количества исследований, доступных для анализа. 
ЦОК-положительные случаи РМЖ были связаны с 
биологически агрессивным фенотипом, таким как высокая степень 
злокачественности Greid (ОР=1,21 [95% ДИ 1,09–1,35], n=34, p<0,0001, 
размером опухоли (>2 см) (ОР=1,12 [95% ДИ 1,02–1,22], n=31, p=0,01), 
и метастатическим поражением лимфатических узлов (ОР=1,10 [95% 
ДИ 1,00–1,21], n=32, p=0,037). 
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Таблица 1. – Характеристика исследований, включенных в мета-
анализ 





Grunewlad, 2000 [331] 
hMAM (11/133 8,3)  
EGFR (13/133  9,8)  
СК-19 (64/133 48,1) 
НД I–IV 133 91 НД НД 
Suchy, 2000 [320] hMAM (11/98 11,2) 49 (30–69) I–IV 98 33 49 (8–107) БРВ 
Kahn, 2000 [310] СК-19 (48/109 44,0) 48 (34–89) I–IV 109 45 НД НД 
Stathopoulou, 2002 
[311] 
СК-19 (44/148 29,7) 54 (30–74) I–II 148 113 28 (7–62) БРВ, ОВ 
Xenidis, 2003 [312] СК-19 (44/161 27,3) 54 (30–74) I–II 161 Нет 29 (7–55) БРВ, ОВ 
Lin, 2003 [321] hMAM (41/112 36,6) 47 (32–85) I–IV 112 27 НД НД 
Jotsuka, 2004 [313] 
CEA (30/100 30,0B)  
         (14/100  14,0A) 
НД I–III 100 14 56 (42–70) БРВ 
Ntoulia, 2006 [314] hMAM (14/101 13,9) 53 (26–75) I–II 101 70 24 (1–80) БРВ, ОВ 
Chen, 2006 [326] 
PTTG1 (70/92 76,1)  
Survivin (77/92  83,7)  
UbcH10 (76/92 82,6)  
TK1 (78/92  84,8) 
50 I–III 92 100 НД НД 
Xenidis, 2006 [315] СК-19 (36/167 21,6) 49 (30–80) I–III 167 Нет  32 (3–88) БРВ, ОВ 
Benoy, 2006 [330] 
СК-19 (22/148 14,9)  
hMAM (29/148  19,6) 
53 (28–88) I–IV 148 37 26 (16–29) ОВ  




Ignatiadis, 2007 [327] 
ЦК19 (63/185 34,1)  
HER2 (33/185  17,8) 




Ignatiadis, 2007 [317] СК-19 (181/444 40,8) 54 (26–78) I–III 444 Нет  53,5 БРВ, ОВ 
Mikhitarian, 2008 [332] 
CEA (51/215 23,7)  
hMAM (29/215  13,5) 
PSE (58/215 27,0)  
PIP (36/215 16,7)  
EpCAM (7/215 3,3)  
СК-19 (0/215)  
Muc1  (0/215) 
56 (29–84) I–III 215 49 НД НД 
Marques, 2008 [322] hMAM (52/278 18,7) 51 (22–81) I–III 278 28 43 (3–74) БРВ, ОВ 
Ignatiadis, 2008 [328] 
СК-19 (72/175 41,1) 
hMAM(14/175  8,0)  
HER2 (50/175 28,6) 
54 (28–75) I–III 175 Нет  НД 
БРВ, ОВ 
Shen, 2008 [333] 
hMAM (31/94 33,0) 
Survivin (34/94  36,2) 
Htert (56/94 59,6) 
50 I–IV 94 100 НД НД 
Apostolaki, 2008 [318] HER2 (53/216 24,5) 55 (28–79) I–II 216 104 78 (5–108) БРВ, ОВ 
Xenidis, 2009 [319] 
СК-19 (179/437 41,0B) 
           (143/437  32,7A) 




Daskalaki, 2009 [323] 
СК-19 (91/165 55,2B)  
           (79/162  48,8A) 
54 (26–75) I–II 165 Нет  59 (13–95) БРВ, ОВ 
Auwera, 2009 [325] 
СК-19 (20/76 26,3)  
hMAM(41/76 53,9) 
62 (34-85) IV 76 20 НД НД 
Chen, 2010 [329] 
СК-19 (20/50 40,0) 
 hMAM(13/50  26,0) 
CEA (7/50 14,0) 
50 (29–69) I–III 50 74 36 БРВ 
Ferro, 2010 [324] hMAM (18/190 9,5) 63 (33–93) I–III 190 330 НД НД 
 
Примечание: НД – нет данных, ОВ – общая выживаемость, БРВ – безреци-
дивная выживаемость, B – до химиотерапии, A – после химиотерапии.  




Тем не менее наличие мРНК СК-19-положительных ЦОК не 
было связано с высокой степенью злокачественности Greid (ОР=1,08 
[95% ДИ 0,94–1,23], n=12, p=0,272), размером опухоли (>2 см) 
(ОР=1,07 [95% ДИ 0,96–1,20], n=11, p=0,191), и метастатическим 
поражением лимфатических узлов (ОР=1,01 [95% ДИ 0,90–1,14], n=11, 
p=0,819). Кроме того, наличие мРНК hMAM-положительных ЦОК 
также не было связано с высокой степенью злокачественности Greid 
(ОР=1,33 [95% ДИ 1,03–1,72], n=10, p=0,027). 
ЦОК-положительные случаи не ассоциировались с 
биологическими параметрами опухоли, такими как негативный 
эстроген-рецепторный статус (ER) (ОР=1,09 [95% ДИ 0,97–1,21], n=29, 
p=0,141), негативный прогестерон рецепторный статус (PgR) (ОР = 
0,98 [95 % ДИ 0,89–1,08], n = 29, p = 0,732), или HER2-neu 
положительным статусом (ОР=1,13 [95% ДИ 0,94–1,36], n=20, 
p=0,207). Следует обратить внимание, что мРНК HER2-положительные 
ЦОК случаи не коррелировали с биологическим HER2 статусом 
опухоли, определяемым по ИГХ исследованию в некоторых 
исследованиях (Score 2+–3+) (ОР=0,89 [95% ДИ 0,54–1,44], n=3, 
p=0,626). 
По данным опубликованного ранее мета-анализа в 2005 году, 
Braun S. и др. сообщили, что наличие микрометастазов в костном мозге 
пациенток, страдающих РМЖ, является независимым фактором 
неблагоприятного прогноза [334]. Тем не менее до настоящего момента 
нет никаких исследований, собранных и сообщающих о взаимосвязи 
между ЦОК и клиническим исходом при РМЖ. Данный мета-анализ 
является исследованием, направленным на систематическую оценку 
связи между ЦОК маркерами и выживаемостью при РМЖ, а также 
связи с клинико-патологическими и биологическими параметрами 
опухоли.  
Представленные результаты свидетельствуют о том, что 
маркеры ЦОК связаны с высокой степенью злокачественности 
опухоли, метастатическим поражением подмышечных лимфатических 
узлов, а также размером опухоли >2 см, а также ОВ и БРВ. Это явление 
свидетельствует о том, что в более продвинутой стадии (TNM) рака 
ЦОК легче обнаружить, так как у пациенток с распространенным 
опухолевым процессом опухолевые клетки могут легко отделятся от 
первичной опухоли и попадать в общий кровоток. Эта ассоциация была 
особенно выражена при анализе маркера CK-19 (ОВ и БРВ). В 
настоящем исследовании достоверной ассоциации между ЦОК 
(включая все маркеры) и ER, PgR и HER2 не было получено. 
Таким образом, молекулярная и иммунофенотипическая 
характеристика мРНК экспрессии маркеров ЦОК-положительных 
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пациентов с ER-отрицательным (базальный тип ЦОК) или ER-
положительным (люминальный тип ЦОК) типом рака требует 
дальнейшего исследования. В последнее время Theodoropoulos P.A. и 
др. сообщили о существовании субпопуляции ЦОК с мнимым 
фенотипом стволовых клеток-предшественников у пациенток с 
метастатическим РМЖ [335]. Было бы интересно исследовать, 
существуют ли различные субпопуляции из микрометастатических 
клеток стволовых клеток, которые отвечают за развитие метастазов у 
ER-отрицательных и ER-положительных пациенткок. 
Настоящий мета-анализ включает в себя множество различных 
маркеров ЦОК, но наиболее широко были изучены CК-19 и hMAM. 
CК-19 является общим маркером эпителиальных клеток, экспрессия 
которого главным образом выражена в эпителиальных, но не в 
мезенхимальных клетках и хорошо изучена в качестве потенциального 
маркера для обнаружения ЦОК при РМЖ [310, 311, 312, 315, 316, 317, 
319, 322, 323, 325, 327, 328, 329, 330, 331, 332].  
Ген hMAM, член семейства secretoglobin-uteroglobin, 
первоначально был идентифицирован из первичного РМЖ человека 
Watson М.А. и Fleming Т.Р. [336]. Экспрессируется данный маркер 
главным образом во взрослой молочной железе и клеточных линиях 
РМЖ. Экспрессия hMAM имеет диагностическое и прогностическое 
значение в качестве специфического молекулярного маркера при РМЖ 
[314, 324, 328, 331, 332]. Однако в некоторых исследованиях 
экспрессия hMAM также может быть обнаружена у пациенток с 
доброкачественными заболеваниями молочной железы [329] и при 
других видах рака, таких как рак яичников [320].  
В настоящем анализе мРНК СК-19-положительных ЦОК не 
были связаны с клинико-патологическими параметрами РМЖ. 
Возможной причиной этого может быть то, что клетки РМЖ могут 
распространяться от первичной опухоли до подмышечных 
лимфатических узлов и отдаленных метастатических очагов 
различными путями. Эти отдельные пути метастазирования могут 
зависеть от разных хемокинов и рецептор-лигандного взаимодействия 
[337, 338]. Интересно, что мРНК HER2-положительных ЦОК не были 
связаны со HER2 статусом первичной опухоли (по иммуногистохимии 
Score 2+–3+) (p=0,635) или другими важными клиническими или 
патологическими параметрами опухоли (р>0,05). Это заключение 
согласуется с описанной выше ЦОК при РМЖ [339, 340]. 
Существуют определенные ограничения в настоящем мета-
анализе.  
Во-первых, определена значительная степень неоднородности 
исследований. Различия в методах обнаружения, типах и количестве 
генов-мишеней, местах и времени отбора проб, а также 
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демографических и клинико-патологических данных включенных 
пациентов следует рассматривать как потенциальные источники 
гетерогенности.  
Настоящее исследование указывает на то, что обнаружение 
мРНК СK-19-положительных ЦОК до и после химиотерапии 
коррелирует с плохим прогнозом у пациенток с РМЖ, особенно на 
ранней стадии болезни.  
Во-вторых, хотя подходы для обнаружения ЦОК, основанные 
на       ОT–ПЦР, имеют в целом высокую чувствительность, важным 
ограничением является то, что эти методы не позволяют определить 
число ЦОК и не позволяют провести морфологическую оценку ЦОК. 
Таким образом, имеющиеся данные подтверждают мнение о большой 
прогностической ценности ЦОК, определяемых в периферической кро-
ви. Таким образом, мониторинг ЦОК во время проведения адъювант-
ной терапии может позволить корректировать лечение в соответствии с 
прогнозом каждого отдельного пациента. Кроме того, поскольку ЦОК 
в крови могут быть легко получены в разное время в течение последу-
ющих курсов терапии, одновременное обнаружение маркеров ЦОК 
может служить в качестве инструмента для оценки так называемого 
«реального времени» ЦОК-статуса пациентов. Таким образом, свое-
временное обнаружение ЦОК у пациентов предполагает возможность 
своевременного раннего терапевтического воздействия. Это может 
привести к ликвидации этих ЦОК, особенно если бремя опухоли паци-
ента остается низким, а появление клинически явных метастазов оста-
ется пока незамеченным.  
Некоторые исследования показали, что трастузумаб может 
эффективно устранить ЦОК гиперэкспрессирующие HER2 независимо 
от HER2 статуса первичной опухоли у пациенток, страдающих РМЖ 
[341, 342].  
Можно также предположить, что присутствие мРНК СK-19 
и/или hMAM-положительных ЦОК в периферической крови при РМЖ 
может быть использовано как маркер для анализа чувствительности к 
различным терапевтическим воздействиям, а также для 
потенциального подбора вакцин, ориентированных на CK-19- и/или 
hMAM-экспрессирующие клетки.  
Кроме того клинические испытания должны перспективно 
оценить стоимость послеоперационного обнаружения ЦОК в качестве 
простого метода мониторинга ответа на тот или иной вид специального 
лечения РМЖ. До настоящего времени не изучена роль экспрессии 
гена сурвивина (BIRC5) как маркера МОБ и поиска ЦОК при РМЖ, в 
том числе и как маркера эпительно-мезенхимального перехода. 
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Эти гипотезы должны быть проверены в хорошо 
спланированных проспективных, рандомизированных и клинических 
исследованиях. 
Таким образом, анализ литературных данных, а также прове-
денный мета-анализ свидетельствуют о том, что обнаружение ЦОК в 
периферической крови при РМЖ говорят о высокой злокачественности 
опухолевого процесса и высоком риске рецидива. 
До настоящего времени не изучено молекулярное и фенотипи-
ческое поведение ЦОК как индикаторов МОБ для более надежной 
идентификации субпопуляции клеток, которые ответственны за про-
грессирование заболевания у пациентов с РМЖ, которые раньше счи-
тались бы просто «положительными ЦОК пациентами»; не доказана 
польза для пациенток в отношении терапевтического подхода, которая 
должна быть продемонстрирована путем идентификации опасных суб-
популяций ЦОК в течение лечения; не определен оптимальный стан-
дартизованный подход, используемый для изоляции и идентификации 
ЦОК; не разработан быстрый и надежный метод расширения примене-
ния диагностики МОБ для тестирования и идентификации эффектив-
ных химиотерапевтических агентов. 
Применение всех этих достижений в области знаний и техники 
позволило бы своевременно и универсально использовать самые по-
лезные лекарства, избегая ненужного вреда, возникающего от приме-
нения неэффективных лекарств и ненужного облучения пациента. 




ПОИСК ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ОПУХОЛЕВЫХ 
КЛЕТОК – ПРОШЛОЕ, НАСТОЯЩИЕ И БУДУЩЕЕ 
 
Рак, как и другие злокачественные опухоли, является второй ве-
дущей причиной смерти во всем мире [343]. Более 90% случаев смерти 
у онкологических пациентов обусловлены метастазированием [344]. 
Условно, рак может считаться локализованным заболеванием лишь на 
ранней стадии. Тем не менее, правильнее сказать, что болезнь носит 
системный характер, и с течением времени прогрессирует, и обнару-
живается с помощью имеющихся в настоящее время методов визуали-
зации, таких как традиционная рентгенография, магнитно-резонансная 
томография (МРТ), компьютерная томография (КТ), позитронно-
эмиссионной томографии (ПЭТ), или ультразвуковое исследование 
[345]. В настоящее время существует все больше доказательств того, 
что опухолевые клетки «вышедшие» из первичной опухоли находятся 
в кровяном русле до презентации клинических симптомов [346]. Эти 
циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК) могут, наконец, колонизи-
ровать в отдаленных местах и образовывать метастазы (рисунок 3.1). 
О присутствии ЦОК в периферической крови впервые было со-
общено около 140 лет назад [347]. Тем не менее, данный вопрос не был 
широко распространенной темой в исследованиях до недавнего време-
ни. Это было обусловлено, прежде всего тем, что обнаружение ЦОК 
является ультра-редким событием, с количеством одна опухолевая 
клетка на 106–107 лейкоцитов периферической крови страдающих ра-
ком, а обогащение и исследование ЦОК было крайне сложным. Многие 
исследователи данные поиски сравнивали с поиском «иголки в стогу 
сена», пока в 2004 году не была введена система CellSearch (Veridex, 
Raritan, Нью-Джерси), которая является единственным медицинским 
устройством в настоящее время одобренная Управлением по контролю 
за качеством пищевых продуктов и медикаментов (FDA) для отбора 
ЦОК и их подсчета. 
Тем не менее, исследователи по-прежнему сталкиваются с раз-
личными проблемами, в том числе методологическими ограничениями, 
налагаемых CellSearch приборами, с различными вопросами оценки 
физических показателей и статистической обработки данных [348], а 
также с трансляционными вопросами [349], тем самым ограничивая 
широкое клиническое внедрение идентификации ЦОК. Требования, 
предъявляемые к многоступенчатому процессу выделения клеточного 
материала из биологического образца, в настоящее время для обнару-
жения ЦОК может привести к повреждению опухолевых клеток и в 
итоге к их потере, а также оказать негативное влияние на точность ана-
лиза. 
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Большинство методов обнаружения ЦОК основано на работе 
стационарных систем определения, таких как цитометров [350, 351, 
352], CellSearch системы [353], с использованием сканирующей флуо-
ресцентной микроскопии высокого разрешения [354] и лазерного ска-
нирования [355, 356]. Кроме того, применяется волоконно-оптическая 
технология сканирования (FAST) [357, 358], изоляция эпителиальных 
опухолевых клеток по размеру (ISET) [359, 360]. Некоторые методы 
сочетают в себе как вышеперечисленные технологии, так и дополни-
тельные системы анализа, таких как Ficoll [361], OncoQuick [362], и 
ОТ–ПЦР [363, 364]. Интересно, что в микроустройствах для определе-
ния ЦОК использован другой подход, предоставленный миниатюрной 
структурой с интегрированными процессами микрожидкостных кине-
тических реакций [365, 366, 367, 368, 369, 370]. По сравнению со ста-
ционарными устройствами, микроустройства продемонстрировали вы-
сокую чувствительность, улучшенное выделение опухолевых клеток 
высокой чистоты, усиление обогащения клетками и сравнительно низ-
кую стоимость [365, 366, 367, 368, 369, 371]. Более важно, микропро-
устройства для обнаружения ЦОК идеально подходят для тестирования 
в обычных онкологических клиниках [367, 372, 373].  
Поскольку ЦОК в основном идентифицируются по их морфоло-
гии и иммунному окрашиванию, их гетерогенность является основным 
препятствием для их обнаружения. Так, например, ЦОК, полученные 
из различных видов тканей, значительно отличаются друг от друга по 
размерам, форме и иммунофенотипическому профилю. Тем не менее, 
существует широкое морфологические и иммунофенотипические вари-
ации в пределах ЦОК, полученных из одной и той же ткани. Во время 
эпителиально-мезенхимального перехода, экспрессия эпителиальных 
маркеров на ЦОК, таких как молекулы адгезии эпителиальных клеток 
(EpCAM) и цитокератин (CK), может быть снижена, а соответственно 
опухолевые клетки могут остаться незамечеными [344, 353]. Таким об-
разом, точное обнаружение ЦОК на основе морфологического и имму-
нофенотипического профилирования до сих пор оспаривается многими 
учеными. Кроме того, ЦОК могут быть повреждены и фрагментирова-
ны, в естественных условиях и/или в лабораторных условиях, в резуль-
тате многоступенчатых процессов клеточного выделения, вызывая не-
точное обнаружение и неправильную интерпретацию полученных дан-
ных. В дополнение к значительной гетерогенности, биология самих 
ЦОК создает дополнительные проблемы о которых можно только до-
гадываться. Важно также отметить, что простое перечисление ЦОК не 
будет в значительной мере способствовать разработке улучшенных и 
более персонализированных методов лечения рака. Важно понимание 
этой клеточной популяции. С технической точки зрения, почти все 
анализы на ЦОК имеют три основных шага (рисунок 3.2). 
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Шаг 1. Подготовка проб и выделение опухолевых клеток: об-
разцы крови могут быть предварительно обработаны для того, чтобы 
удалить эритроциты и/или лейкоциты, после чего единичные ЦОК мо-
гут быть обнаружены на более высокой частоте с низкими фоновыми 
помехами. Выделение ЦОК из клеток крови может быть основано на 
различных лиганд-рецепторных взаимодействий, таких как антитело-
антиген, аптамер-рецептор, или антитело/аптамер-молекулы адгезии 
внеклеточного матрикса, а также может быть основано на уникальных 
физических свойствах раковых клеток, в том числе размере клеток, 
плотности, деформируемости, и диэлектрическому заряду.  
Шаг 2. Пометка (окрашивание) опухолевых клеток или онко-
генное зондирование: ЦОК могут быть помечены антителами или ап-
тамерами, или зондированием ДНК праймерами.  
Шаг 3.Идентификация ЦОК с помощью цитометрии, микроско-
пии, кондуктометрии, волоконной оптики, обратной транскрипцион-
ной и количественной в реальном времени ПЦР, флуоресцентной ги-
бридизации (FISH) и сравнительной геномной гибридизации (CGH). 
Имеющейся в настоящее время имеющиеся технологии ЦОК 
диагностики, а также современные тенденции развития данного 
направления, новые подходы и инструменты, позволяющие улучшить 
поиск ЦОК представлены на рисунке 3.3. 
После забора вся кровь обрабатывается. Микроприбор, например 
с использованием микроустройства по типу «чипа-елочки», ЦОК при-
вязываются опухоль-специфические молекулы распознавания, напри-
мер, аптамеры, чтобы изолировать ЦОК от большинства нормальных 
клеток крови. Обогащенные ЦОК затем идентифицируются, подсчиты-
ваются, и исследуются на предмет их биологических свойств с помо-
щью цитопатологии, молекулярной биологии и других исследований. 
В зависимости от морфологии, опухолевые клетки могут быть разделе-
ны на неповрежденные ЦОК, циркулирующие опухолевые микроэмбо-
лы (CTM) и циркулирующие опухолевые материалы (CTMat). Каждая 
из этих структур может представлять особый метастатический потен-
циал в качестве независимых прогностических показателей. Захвачен-
ные ЦОК могут культивироваться, с последующим дополнительным 
системным функциональным исследованием. Например, культивиро-
ванные ЦОК инъецируют мышам подкожно в виде ксенотранспланта-
та, в итоге развивается более агрессивная опухоль чем исходная роди-
тельская опухолевая клеточная линия. 
 







































Рисунок 3.1. – Метастатический процесс с точки зрения минимальной 
остаточной болезни 




 Рисунок 3.2. – Схематическое изображение трех основных этапов анализа на 
ЦОК 
 






Рисунок 3.3. – Схематическое изображение ЦОК обогащения, идентифи-
кации и определения характеристик ЦОК  
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На современном этапе диагностический поиск ЦОК представлен 
следующими «инструментами»: 
1) циркулирующие опухолевые микроэмболы (Circulating tumor 
microemboli (англ.) – СТМ), которые представляют собой опухолевые 
клеточные кластеры / агрегаты и связаны с высоким метастатическим 
потенциалом; 
2) циркулирующие опухолевые материалы (Circulating tumor ma-
terials (англ.) – CTMat), которые являются своеобразным «мусором» и 
обломками разрушенных опухолевых клеток и могут обладать антиген-
ными или генетическими характеристиками неповрежденных клеток, а, 
следовательно, их присутствует является независимым прогностиче-
ским значением от интактных и жизнеспособных ЦОК; 
3) активность теломеразы, методика ориентированная на обна-
ружение ЦОК, метод, который может охватывать все субпопуляции 
ЦОК; 
4) обнаружения ЦОК на основе аптамеров, которые могут точно 
идентифицировать и захватить ЦОК, зная мишени связывания на их по-
верхности; 
5) функциональные исследования живых ЦОК с целью оценки 
их особой роли в развитии метастазов;  
6) математическое моделирование, которое является полезным 
для исследования ЦОК, поскольку оно может точно анализировать дан-
ные, а также выделять серые границы для отбора некорректных показа-
телей. 
 
3.1 Проблемы исследования ЦОК в качестве маркера заболе-
вания 
 
Исследования, направленные на изучение ЦОК в последние годы 
расширяются, и к настоящему времени уже накоплено большое количе-
ство данных, позволяющее продемонстрировать потенциальные клини-
ческие значения ЦОК, как для раннего обнаружения и диагностики опу-
холи и метастазов, так и прогностической и предсказательной важности, 
стратификации и фармакодинамического биомаркирования [353, 374–
384]. Тем не менее, роль ЦОК в качестве маркера заболевания в различ-
ных клинических условиях может быть уникальным, но в тоже время 
полученные данные следует интерпретировать с осторожностью. Хоро-
шим примером может служить сравнение между прогностическим и 
предиктивным биомаркером. В обоих случаях конечный результат зна-
чимости биомаркера оценивают по показателям выживаемости без про-
грессирования и общей выживаемости. Тем не менее, прогностический 
биомаркер и его значимость не зависит от конкретной лекарственной 
терапии, и его используют для определения результатов (прогноза) до 
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начала лечения, в то время как предиктивный биомаркер претерпевает 
определенную обработку, для предсказания реакцию на терапию [385]. 
Определения всех типов биомаркеров [386, 387], приведены в таблице 1. 
 
 
Таблица 3.1. – Определение/предполагаемое использование для часто 
используемых биомаркеров [386, 387] 
 
№  Тип биомаркера Определение/предполагаемое использование 
1. Прогностический маркер Используется для оценки вероятности выживания у 
пациентов, или для определения агрессивного фено-
типа и течения болезни 
2. Предиктивный маркер Используется для предсказания эффективности кон-
кретного препарата или других видов лечения, или 
для мониторинга эффективности терапии 
3. Стратификационный маркер Используется для прогнозирования вероятного отве-
та на лекарственное средство перед лечением путем 
классификации лиц, которые могут ответит на тера-
пию 
4. Конечная клиническая точка Временная точка, которая отражает состояние паци-
ента, функции организма, или выживаемость. Кли-
нические конечные точки определяют отражают 
различные измерения и анализы, характеристики 
заболевания, наблюдаемые клиническом испытании, 
которые отражают эффект терапевтического вмеша-
тельства 
5.  Суррогатный маркер или сур-
рогатная конечная клиниче-
ская точка  
Маркер, который предназначен для замены клини-
ческой конечной точки. Суррогатная конечная точка 
предназначена предсказать клиническую пользу 
(или вред, или отсутствие пользы или вреда) на ос-
нове эпидемиологических, терапевтических, пато-
физиологический, или других научных данных 
6. Эффективность маркера или 
результат маркера 
 
Коррелируется с желаемым эффектом лечения, но 
не имеет определенной проверки, для использования 
в качестве суррогатной конечной клинической точки 
7. Диагностический маркер Указывает на наличие или вероятность того или 
иного заболевания у пациентов или в моделях на 
животных 
8. Раннее обнаружение маркера Используется для скрининга пациентов для выявле-





Мера фармакологического ответа. Предоставляет 
информацию, для определения самой высокой дозы 
в клинических испытаниях, или во времени,  
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Таблица 3.1. Продолжение 
 
№  Тип биомаркера Определение/предполагаемое использование 
 
10. Кинетический маркер Маркер для измерения процессов динамики в естествен-
ных условиях, которые управляют процессами и отвеча-
ют за терапевтический ответ 
11. Маркер токсичности или маркер 
безопасности 
Указывает потенциально вредное воздействие in vitro, 
доклинических или клинических исследований 
12. Дистальный маркер Маркер, который отражает прогрессирование заболева-
ния 
14. Целевой маркер Маркер показывает, что препарат взаимодействует с 
определенной молекулярной мишенью или рецептором 
15. Перекрывающий или поступа-
тельные маркер 
Используется для измерения и сравнения одной и той же 
конечной точки в доклинических (на животных) и кли-
нических исследований 
16. Аутентичные маркер Маркер, который показывает активность пути, который 
интегрально участвует в активности заболевания или 
терапевтическом действии 
17. Рутинный маркер Маркер, который анализируется в лаборатории хорошо 
известными методами, такими как в диагностической 
клинической биохимии 
18. Маркер механизма Предоставляет доказательства того, что препарат влияет 
на желаемый путь 
19. Известный допустимый маркер Маркер, который измеряется в аналитической тестовой 
системе с хорошо известными рабочими характеристи-
ками и для которого существует сложившиеся мнение в 
медицинской или научной общественности о физиологи-
ческой, токсикологической, фармакологической и кли-
нической значимости результатов; дополнительных ис-
следований не требуется 
20. Вероятный действительный мар-
кер 
Маркер, который измеряется в аналитической тестовой 
системе с хорошо известными рабочими характеристи-
ками и для которых есть научные рамки или доказа-
тельств того, что, необходимо выяснить физиологиче-
ское, токсикологическое, фармакологическое и клиниче-
ское значение результатов; дополнительные исследова-
ния рекомендуется 
21. Исследовательский маркер Маркер, который измеряется в поисковых исследованиях 
без четко установленных эксплуатационных характери-
стик и для которых ограничена исходной информации 
для подтверждения физиологического, токсикологиче-
ского, фармакологического или клинического значение 
результатов; дополнительные исследования необходимы 
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Все чаще появляются публикации с противоречивыми результа-
тами относительно различных методов ЦОК анализа, в частности, отно-
сящиеся к результатам по скорости обнаружения ЦОК, частоты выявле-
ния ЦОК у пациентов, а также корреляции между наличием ЦОК и вы-
живаемостью [378, 388, 389]. К тому же, гетерогенность ЦОК, ряд тех-
нических факторов, в том числе и методологические неточности, отсут-
ствие как такового эталона, спектр и смещения отбора, изменчивость 
оператора, размер выборки, не четкое клиническое воздействие с из-
вестными клиническими / патологическими данными, использование 
разнообразных антител из различных источников (различных фирм 
производителей), отсутствие осознания преаналитической фазы, упро-
щение процесса самими исследователями, использование дихотомиче-
ских критериев для принятия решений, и т.д. также вносят свой вклад в 
разногласия результатов, полученных различными исследователями 
[390–393]. Чтобы свести к минимуму все эти несоответствия, необхо-
димым условием для всех анализов ЦОК является стандартный унифи-
цированный протокол [394], хотя в настоящее время единственной си-
стемой, одобренная FDA, для поиска ЦОК является CellSearch.  
 
3.2 Размер и вероятностность выборки  
 
Научное сообщество всеобще приняло гипотезу, что образцы 
крови, забранные из вены, статистически представляют всю кровь чело-
веческого организма. В то же время, это не может быть достоверным 
для обнаружения ЦОК, поскольку они настолько редки, что частота по-
лученных ЦОК не может отражать всю популяцию этих клеток. В 
большинстве клинических исследований, обрабатываются лишь не-
большое пробы (аликвоты) например, 7,5 мл аликвота, применяемой в 
системе CellSearch, против 5 литров цельной крови у взрослого челове-
ка. Поэтому с данной позиции являются важными следующие вопросы: 
1) является ли частота популяции ЦОК достаточно большой, 
чтобы считать размер выборки, стремящейся в бесконечность; 
2) значительно ли влияет потери клеток (разрушение) при обра-
ботке биологических проб на вероятность определения ЦОК; 
3) является ли частота определения ЦОК, полученная в аликвоте, 
статистическим представителем всей выборки;  
4) коррелируют ли полученные результаты одного теста с анали-
зами, которые используют образцы крови различного объема [395]. 
Наиболее эффективным способом, чтобы увеличить скорость 
обнаружения ЦОК в цельной крови, было бы увеличение объема вы-
борки в пределах клинически допустимого диапазона. В одном из ис-
следований сравнили количество ЦОК в 7,5 мл и 30 мл крови, получен-
ной у одного и того же пациента, используя CellSearch систему, для 
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группы из 15 пациентов с колоректальным метастатическим поражени-
ем печени [396]. Было установлено, что в 7,5 мл крови среднее количе-
ство ЦОК составило 1 клетка с диапазоном от 0 до 4, в то время как в 30 
мл крови, среднее число составило 2 клетки с диапазоном от 0 до 9. 
ЦОК были обнаружены в 13% и 47% случаев из образцов пациентов в 
7,5 мл и в 30 мл крови, соответственно. Анализ 30 мл крови привело к 
20% увеличению количества пациентов с обнаруживаемыми ЦОК. 
Многие исследователи также признали тот факт, что объем ис-
следуемого образца крови был фактором, ограничивающим чувстви-
тельность проточной цитометрии относительно ЦОК анализа [340]. На 
основе математической модели с использованием распределения Пуас-
сона, вероятность идентификации ≥1 ЦОК в одной аликвоте 7,5 мл кро-
ви от пациента с 500 ЦОК в естественных условиях составляет 50%, ве-
роятность возрастает с увеличением числа аликвот до 78%, 90% и 95% 
соответственно в 2-х, 3-х, 4-х пробирках крови [397]. Подсчитано, что, 
если количество ЦОК является 10-6, по крайней мере 15 705 214 события 
ядросодержащие элементов должны быть зафиксированы проточным 
цитометром, чтобы точно определить 10 клеток, представляющих инте-
рес с 95% доверительным интервалом [398]. Таким образом, основыва-
ясь на том, что в 1 мл крови фиксируется примерно 1,2 миллиона ядро-
содержащих событий со средней скоростью сбора данных (~ 30 мкл / 
мин) подходящий объем для оптимального поиска ЦОК будет соответ-
ствовать 13 мл крови, после лизиса большинства эритроцитов и других 
этапов пробоподготовки. Как минимум должно быть исследовано 20 мл 
цельной крови, если количество ядросодержащих событий повышено 
при более низкой частоте 1 ЦОК на 107 лейкоцитов [399]. Следует отме-
тить, что научным сообществом было сообщено, что CellSearch система 
может занижать количество ЦОК.  
S. Nagrath et al. показали, что среднее число ЦОК на 1 мл цель-
ной крови составляет примерно 79–155 клеток при различных раковых 
заболеваниях [370]. Кроме того, в отличие от FDA-одобренного унифи-
цированного метода CellSearch, система CellSearch эпителиального 
профиля (только для исследовательских целей) может обнаружить при-
близительно в 30 раз большее число ЦОК, используя парные образцы 
крови [400]. Эти данные свидетельствуют о том, что фактическое коли-
чество ЦОК в крови пациентов может быть, по крайней мере в 30–100 
раз выше, чем определяемое в настоящее время количество ЦОК только 
FDA-одобренной CellSearch системой. Теоретически, по мере разработ-
ки более чувствительных и точных методов обнаружения, количество 
ЦОК может быть оценено с использованием меньшего объема крови (1 
мл цельной крови вместо 7,5 мл) в более короткие сроки. В настоящее 
время применяется множество устройств и приборов для поиска и де-
текции ЦОК [401–433]. 
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3.3 Циркулирующие опухолевые микроэмболы 
 
В последние годы была доказана роль циркулирующих опухоле-
вых микроэмболов (circulating tumor microemboli (англ.) – CTM) в раз-
витии метастазов в исследованиях как на животных, так и в человече-
ской популяции. Встречающиеся в крови или лимфатических сосудах, 
CTM состоят по меньшей мере из двух опухолевых клеток, а также в за-
висимости от различных условий и времени, нормальных клеток крови. 
Поколение CTM, как полагают, является результатом коллективной ми-
грации опухолевых клеток [434] и инравазации кластеров опухолевых 
клеток через, так называемый «негерметичный сосуд» в первичной опу-
холи [434, 435]. Возможно ингибирование VEGF-A также играет опре-
деленную роль в этом процессе [436]. 
Циркулирующие опухолевые микроэмболы определялись в пе-
риферической крови пациентов, страдающих метастатическим раком 
легких [367, 379, 437], раком печени [438], ободочной и прямой кишки 
[439], почек [378, 436], молочной железы [440] и простаты [367, 441], а 
также в лимфатических сосудах женщин при раке молочной железы, и 
животной модели лимфатического метастазирования [442, 443]. Мор-
фология CTM сильно варьирует [353, 367, 437, 439] последние пред-
ставляют из себя кластеры неправильной формы чаще всего в виде кру-
гов и нитей [437]. Вполне вероятно, что форма CTM является результа-
том увеличенной адгезивной способности опухолевых клеток, находя-
щихся в циркуляции [437]. Предположительно повышенная «клей-
кость», вызванная «липкими» молекулами ДНК, высвободившихся из 
мертвых клеток, способствует объединению ЦОК и образованию CTM 
при их столкновении при условиях низкой скорости кровотока (рисунок 
3.1).  
В настоящее время доказано, что присутствие CTM является 
признаком более высокого метастатического потенциала опухоли [438, 
439, 441, 444]. В исследовании на животных [444], внутривенно вводили 
CTM и ЦОК. Было установлено, что CTM имеют более высокую склон-
ность к формированию метастазов чем ЦОК. Кроме того, прививка 
CTM больших размеров сопровождалось образованием большего коли-
чества метастатических очагов, чем при прививке равного количества 
меньших по размеру CTM. Другое исследование также подтвердило 
предположение, что присутствие CTM может является более актуаль-
ным прогностическим фактором злокачественных опухолей, чем еди-
ничные ЦОК [438]. Так, например, при раке печени, пациенты с одним 
CTM или четырьмя или более ЦОК демонстрируют значительное сни-
жение выживаемости, по сравнению с теми, у которых CTM не опреде-
лялись, или в крови идентифицировалось менее четырех ЦОК [438]. 
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Возможное объяснение повышенной метастатического потенци-
ала CTM, по сравнению с ЦОК, в том, что: 
1) CTM могут быть более легко пойманы в «ловушку» в узком 
сосуде чем одиночные ЦОК [444]; 
2) CTM представляют собой благоприятную микросреду для вы-
живания опухолевых клеток [437]. 
После того, как CTM задержались в капиллярах, микросреда и 
факторы роста (например, EGF и VEGF), могут стимулировать проли-
ферацию опухолевых клеток и ингибировать апоптоз [445]. 
Когда CTM растут до определенного размера и приводят к раз-
рыву стенки капилляра, метастаз формируется на местном уровне. Сле-
довательно, неоангеогенез не является обязательным условием в случае 
CTM-опосредованном метастазировании [378]. Если в составе CTM 
имеются стволовые опухолевые клетки, развившейся метастатический 
очаг будет расти быстрее и становятся менее дифференцированным 
[446]. В качестве сравнения, одинокая ЦОК должна связаться со стен-
кой капилляра, и образовать необходимую микросреду, чтобы выжить и 
претерпеть дальнейшее развитие, а, соответственно, намного длитель-
ный латентный период должен пройти до обнаружения образовавшего-
ся метастаза. Кроме того, большинство ЦОК не выживают в кровотоке в 
течение длительного времени, вероятно, из-за аноикиса (англ. anoikis) – 
частного случая клеточной гибели путем апоптоза, которая наступает в 
ответ на неправильную адгезию клеток) [437, 447]. И наоборот, в CTM 
поддерживается контакт клетка-клетка, который обеспечивает благо-
приятную микросреду для опухолевых клеток и их выживание. 
Такая своеобразная конфигурация CTM позволяет защитить опу-
холевые клетки от иммунологической атаки лимфоцитами и натураль-
ными клетками-киллерами [437]. Проведенное недавно исследование 
установило, что у пациентов с мелкоклеточным и немелкоклеточным 
раком легкого [437, 447] в CTM не было обнаружено апоптотических 
опухолевых клеток. Производство аутокринных про-миграционных 
факторов и матричных протеаз, ферментов, необходимых для коллек-
тивной миграции, также способствует высокому метастатическому по-
тенциалу CTM [444]. 
Имеющиеся на сегодняшний день знания относительно CTM яв-
ляются неполным, прежде всего из-за их крайне низкой численности, а 
также ограничения чувствительности и специфичности приборов для 
обнаружение CTM. Для обнаружения CTM были использованы не-
сколько методов, такие как проточная цитометрия [351], иммуномаг-
нитная изоляция (CellSearch) [379, 437], со сканирующей флуоресцент-
ной микроскопией высокого разрешения [344], идентификация по раз-
меру опухолевых клеток (ISET – Isolation by Size of Tumor cells, англ.) 
[379, 437, 447] и др. микроустройства. Оба метода CellSearch и ISET 
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смогли обнаружить CTM в пробах крови от пациентов, страдающих 
мелкоклеточным раком легкого. При помощи ISET также удалось обна-
ружить CTM у пациентов с немелкоклеточным раком легких, в отличии 
от системы CellSearch, показавшей отрицательный результат [437]. 
Причины ограничения или неудачного функционирования системы 
CellSearch в данном случае может быть то, что 
1) CTM не обладают достаточной экспрессией EpCAM и/или CK 
для иммуномагнитного обогащения и последующей идентификации 
[379, 412, 437, 448];  
2) для большого CTM не эффективно использование применяе-
мого в данном случае определенной силы магнитного поля [437];  
3) при длительной манипуляции происходит диссоциация CTM 
(рисунок 3.1) [449];  
4) опухолевые клетки в CTM окружены клетками крови [412, 
448] и, таким образом, могли быть не обнаружены или признанными та-
ковыми. 
По сравнению с CellSearch, ISET минимизирует манипуляции с 
пробой крови и исключает для обогащения использование эпителиаль-
ных маркеров [379]. В результате, обогащение CTM по ISET кажется 
более надежным, по сравнению с CellSearch. [354]. Среди существую-
щих технологий, проточная цитометрия является легко доступной 
платформой для обнаружения и подсчета CTM. Данный метод выделяет 
кластеры клеток из ЦОК по размеру и интенсивности флуоресценции. 
Тем не менее, крупные и переменного размера CTM не могут быть об-
наружено и часто блокируют поток путем формирования комков, а сле-
довательно сортировка CTM может быть проблематичной. После 
успешного обогащения CTM, цитологическое и/или цитохимическое 
исследование является обязательным для точной идентификации CTM, 
особенно при решении вопроса о сложности и гетерогенности послед-
них. Определение состава клеток и эффектов микросреды, а также генов 
и экспрессии профилей белков, будет играть решающее значение для 
дальнейшего понимания метастатического потенциала CTM [450, 451]. 
 
3.4 Циркулирующие опухолевые материалы 
 
На животной модели крыс, было установлено, что ЦОК отделя-
ются от солидных опухолей при суточном количестве опухолевых кле-
ток 3,2 – 4,1×106 на грамм ткани [452]. Тем не менее, половина из этих 
ЦОК погибают в течение 24 часов [453]. Этот процесс вызван апоптоти-
ческой сигнализацией, а вызван мембранной перфорация ЦОК, резуль-
татом чего является «утечка» внутриклеточных компонентов, например, 
электролитов, малых молекул, ДНК и хроматина [346]. Противоопухо-
левые цитостатики вызывают гибель клеток посредством некроза. В до-
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полнение к естественным иммунологическим механизмам, апоптотиче-
ским и некротическим процессам, ЦОК могут быть повреждены в про-
бирке во время забора крови и последующей обработки образца, темпе-
ратурным шоком, жидкостной турбулентностью, силами сдвига, по-
верхностным натяжением и другими условиями. В результате этих раз-
рушительных процессов образуются поврежденные раздробленные 
клетки, клеточные остатки, микрочастицы и их агрегаты. Поскольку 
ЦОК постоянно поступают в кровоток и там же уничтожаются, продук-
ты их распада, которые и представляют собой циркулирующие опухо-
левые материалы (Circulating tumor materials (англ.) – CTMat) могут 
накапливаться и присутствовать в большем количестве, чем неповре-
жденные, поврежденные и фрагментированные ЦОК в образцах цель-
ной крови [346, 464]. В 18 пробах крови, полученных от пациентов, 
страдающих раком предстательной железы, были обнаружены неповре-
жденные и поврежденные ЦОК в соотношении фрагментированных 
ЦОК и неповрежденных ЦОК от 0% до 22% (в среднем 4%), от 1% до 
100% (в среднем 34%), и от 0% до 93% (в среднем 62%) от общей чис-
ленности популяции ЦОК [346]. 
Хотя прогностическая роль неповрежденных жизнеспособных 
ЦОК была в центре внимания большинства научно-исследовательских 
работ, потенциалом CTMat в качестве независимого биомаркера для 
мониторинга и прогноза заболевания не следует пренебрегать [407, 
409]. В 2010 году были исследованы крупные фрагменты ЦОК и малые 
фрагменты (микрочастицы), как факторы, влияющих на общую выжи-
ваемость, аналогично неповрежденных ЦОК (р<0,001) [407]. Использо-
вание CTMat, в качестве прогностического маркера вместо интактных 
ЦОК, может обеспечить гибкость в прогнозировании из-за их высокой 
численности, что особенно важно для пациентов, у которых не иденти-
фицируются интактные ЦОК в периферической крови. Предположили, 
что количество интактных ЦОК и CTMats, а также их отношение друг к 
другу, может служить важным инструментом для оценки опухолевой 
массы, пролиферативной способности опухолевых клеток, а также тера-
певтической эффективности [346, 409]. Циркулирующая опухолевая 
ДНК (Cell-free or circulating tumour DNA (англ.) – ctDNA) является од-
ним из важнейших компонентов CTMat [455, 456, 457]. Поступление 
ctDNA в кровь пациентов, как полагают, происходят в основном из 
апоптотических и некротических клеток солидных опухолей и лишь не-
значительно из дезинтегрированный ЦОК [346, 455, 458, 459]. Опухоле-
вая ctDNA попадает в кровоток непрерывно и этот процесс оценивается 
в 3,3% опухолевой ctDNA на 100 грамм твердой опухоли в день [460]. 
Уровень CTDNA в крови пациентов коррелирует со статусом злокаче-
ственности и ответом на терапию [461, 462]. В исследовании с исполь-
зованием метода PARE (Personalized Analysis of Rearranged Ends, англ.) 
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было сообщено, что количество ctDNA в плазме снизилась сразу после 
удаления первичной опухоли, с последующим увеличением на протя-
жении нескольких недель, а затем доказанным снижением после химио-
терапии и удаления метастатической опухоли ободочной и прямой 
кишки [456, 457]. Кроме того, было установлено, что уровень ctDNA в 
плазме коррелировал со стадией опухоли, что доказано при локализо-
ванном и метастатическом раке предстательной железы [455]. 
 
3.5 Активность теломеразы и обнаружение ЦОК 
 
Эпителиальные маркеры, такие как цитокератины СК-8, СК-18, 
СК-19 и EpCAM (CD 326), являются наиболее часто и обычно использу-
емыми биомаркерами для идентификации ЦОК. Однако они только 
идентифицируют происхождение тканей, а не биологическую актив-
ность (доброкачественная или злокачественная опухоль). Известно, что 
опухолевая клетка, может уменьшить или утратить экспрессию эпите-
лиальных маркеров во время метастазирования, в результате чего ЦОК 
приобретают значительную гетерогенность [379, 437]. Таким образом, 
обнаружение ЦОК на основе эпителиальных маркеров, может не отра-
жать действительную популяцию ЦОК. Активность теломеразы была 
обнаружена в большинстве типов рака и, как известно, связаны со зло-
качественными свойствами [463]. У 79% пациентов с локализованным 
раком предстательной железы [463], 100% с IV стадией рака яичников 
[464], 84% с IV стадией рака молочной железы [465], 73% с стадии IIIB / 
IV немелкоклеточным раком легкого [466], 72% со стадией C или D 
(Dukes классификации) рака толстой кишки [466], и 90% с метастатиче-
ским раком мочевого пузыря [467] была определена активность теломе-
разы в образцах крови, в отличии от образцов крови здоровых добро-
вольцев [464–468]. Поскольку повышенная активность теломеразы яв-
ляется одним из отличительных характерных признаков для идентифи-
кации стволовых клеток [469], вышеуказанные результаты могут быть 
также связаны с циркулирующими стволовыми опухолевыми клетками. 
Несмотря на то, что оценка активности теломеразы потенциально может 
точно отображать всю популяцию ЦОК, данный метод предполагает ли-
зирование всего образца крови, чтобы измерить активность фермента, 
тем самым разрушение всех неповрежденных ЦОК, а соответственно и 
исключающие возможности применения других методов поиска и под-
счета ЦОК. Это является существенным недостатком этого метода. 
 
3.6 Аптамер-технологии в обнаружении ЦОК 
 
Иммуно-идентификация на основе антител является основной 
для обнаружения ЦОК. Однако, эта стратегия ограничивается наличием 
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специфических антител [372]. Аптамеры – это одноцепочечные олиго-
нуклеотидные или пептидные молекулы, продемонстрировавшие опре-
деленный потенциал в качестве альтернативного метода идентификации 
[372, 469, 470, 471]. Молекулярная масса аптамера мала, примерно от 8 
до 15 кДа, что приводит к быстрому проникновению в опухолевую 
клетку. Аптамеры обладают высокой стабильностью, что обеспечивает 
их устойчивость в неблагоприятных условиях (рН, мочевина, органиче-
ские растворители, соли и др.), обратимую денатурацию, они незначи-
тельно токсичны и иммуногенногенны, а также поверхностно ориенти-
рованы при их иммобилизации. Эти качества, как правило, не свой-
ственны антителам. Примечательно, что аптамеры могут быть разрабо-
таны непосредственно для связывания определенных мишеней, начиная 
от небольших соединений по отношению к большой клеточной мем-
бране и/или трансмембранных белков, без предварительного знания 
этих молекул-мишеней. Чтобы облегчить автоматизацию экстракорпо-
рального производства аптамеров была использована методика систе-
матической эволюции лигандов экспоненциальным обогащением 
(SELEX) [472]. По сравнению с антителами, производство аптамеров 
относительно дешевле и более быстрое [470, 471]. Это происходит 
главным образом из-за их небольшого размера, простаты структуры, и 
потому, что они не требуют использования клеток технологий для их 
получения. В ходе многочисленных исследований были созданы апта-
меры для идентификации раковых клеток посредством идентификации 
внеклеточных мембранных белков, таких как простат-специфического 
мембранного антигена (PSMA), нуклеолина, человеческого рецептора 
эпидермального фактора роста 3 (HER-3), RET, тенасцина-С, и MUC1 
[473]. Синтезированные аптамеры против PSMA были разработаны с 
наномолярным сродством, что эквивалентно антителу, предоставляя 
большие возможности для визуализации рака и терапии [474]. Диффе-
ренциальная технология Cell-SELEX может быть использована для по-
лучения аптамеров для целевых ЦОК. Метод изолирует группу аптаме-
ров из синтезированной библиотеки олигонуклеотидов, которые специ-
фически нацеливают на экспрессированные редкие белки поверхности 
клетки. Предположено, что один аптамер связывается с одним конкрет-
ным антигеном на поверхности клетки, в то время как несколько дивер-
сифицированных аптамеров могут распознавать «отпечатки пальцев» 
клеточного фенотипа, что позволяет аптамерам дифференцировать типы 
клеток (например, отличить ЦОК от нормальной клетки), тип рака, сте-
пень злокачественности, метастатический потенциал (например, эпите-
лиальный или мезенхимальный типы ЦОК) [470]. Таким образом, поли-
валентное обогащение ЦОК и анализ с использованием аптамеров, спе-
цифичных для молекулярной подписи каждой клетки поможет пролить 
свет на внутреннюю гетерогенность ЦОК, и в конечном итоге реализо-
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вать разделение субпопуляции, которые наилучшим образом отвечают 
метастатическому фенотипу. Кроме того, аптамеры и антитела могут 
одновременно связываться с одной и той же самой молекулой биомар-
кером путем охвата различных эпитопов [475–478]. 
 
3.7 Функциональное исследование ЦОК 
 
Важно отметить, что исследование ЦОК не ограничивается толь-
ко их обнаружением или подсчетом. Во многих случаях, когда были 
успешно изолированы жизнеспособные и пролиферирующие ЦОК, уче-
ные попытались исследовать их функции на животных моделях в есте-
ственных условиях (рисунок 3.3). Жизнеспособные ЦОК были выделе-
ны из крови мышей, культивированы и имплантированы другим мышам 
(рисунок 3.3) [421, 423]. Результаты показали, что изолированные ЦОК 
демонстрировали большую способность к образованию колоний, чем 
исходные родительские культивируемые клетки. Кроме того, как и 
ожидалось, ксенотрансплантаты, полученные от изолированных ЦОК 
были крупнее, и приводили к развитию истинного метастаза быстрее, 
чем исходные клеточной линии. Если ЦОК более агрессивны, чем их 
родительские клеточной линии, правомочной является гипотеза, что 
ЦОК в своем составе имеют стволовые клетки или подобные свойства 
клеток предшественников. Поскольку лишь ограниченное число ЦОК 
захватываются в большинстве анализов на ЦОК, очень важно увеличить 
количество единичных ЦОК исключая из этой цепочки человеческий 
организм, а в идеале, выполнить последующий функциональный анализ 
в этих клетках. Была разработана специальная версия микроустройства 
Micropost chip [367, 370] для захвата жизнеспособных ЦОК и культиви-
рованием их непосредственно на чипе [368]. С использованием этого 
чипа были обнаружены жизнеспособные ЦОК после 24 часов культиви-
рования. Клеточные скопления наблюдались через пять дней, а после 12 
дней формировались кластеры. Важно, что культивируемые ЦОК были 
найдены в 99% жизнеспособными. 
Эффективность химиотерапии чаще всего контролируется путем 
анализа данных, полученных в результате применения каких-либо ме-
тодов визуализации (ренгенография, УЗИ, КТ, МРТ, сцинтиграфия) или 
оценки уровня опухолевых маркеров в сыворотке крови. Однако, что бы 
оценить адекватно динамику по данным методам и увидеть изменения 
может потребоваться несколько месяцев [479, 480]. Изменение количе-
ства и качества ЦОК – это в настоящее время один из оптимальных ме-
тодов контроля эффективности лечения, так как ЦОК оперативно реа-
гируют на терапию, а их количество меняется в течении нескольких 
недель [138, 139]. In vivo подсчет числа и функциональное исследова-
ние ЦОК у пациентов может обеспечить немедленное решение относи-
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тельно качества лечения и развития лекарственной устойчивости [427]. 
Оценка реального действия таргетного препарата на живые ЦОК, выде-
ленные из периферической крови пациента, страдающего злокачествен-
ной опухолью является идеальным методом подбора персонифициро-
ванной терапии для каждого конкретного человека. В последнее время 
на ЦОК, выделенных у пациентов, страдающих кострационно-
резистентным раком предстательной железы была предварительно изу-
чена активность доцетаксела и паклитаксела с использованием микро-
устройства GEDI [427, 481, 482]. Воздействие таксанов на ЦОК контро-
лировали в клетке на молекулярном уровне с оценкой группирования 
микротрубочек. У пациентов, получавших доцетаксел, при оценки ЦОК, 
было установлено что последние не подвергались каким-либо измене-
ниям при воздействии на них. Напротив, у пациентов, получавших 
паклитаксел, зафиксирована бурная реакция ЦОК на химиотерапию, 
проявившаяся в появлении аберрантных митотических или апоптотиче-
ских ядер. Анализ белков непосредственно секретируемых жизнеспо-
собными ЦОК является новым подходом к оценке профиля ценных 
опухолевых маркеров, которые могут быть связаны с процессом мета-
стазирования. Техника EPISPOT (EPithelial ImmunoSPOT) была исполь-
зована для определения высвободившихся белков-маркеров в культу-
ральной среде [483–486]. Было установлено, что при использовании 
EPISPOT, в 100% женщин с метастатическим раком молочной и 83,3% 
мужчин с раком простаты в крови определялись клетки, секретирующие 
опухолевые антигены муцин-1 и простат-специфический антиген, соот-
ветственно. Эти клетки не были обнаружены у здоровых доноров или 
пациентов с доброкачественным заболеванием. Маркеры, которые мо-
гут оказывать влияние на метастазирование, такие как катепсин D-
протеазы, фактор роста фибробластов 2 и цитокератин СК-19, были 
также обнаружены, как продукт секреции ЦОК [141, 142]. 
 
3.8 Математическое моделирование 
 
Изменение методологии обнаружения ЦОК и интерпретация 
клинических данных создали определенный диссонанс [388, 389, 402] и 
породили значительное разногласие среди ученых и врачей о том, как 
интерпретировать данные и применять их в клинической практике 
[414]. Математическое моделирование может быть полезным инстру-
ментом для дифференцировки результатов, особенно в тех случаях ко-
гда имеют место спорные данные, находящиеся за пределами установ-
ленных границ [353]. С помощью математического моделирования бы-
ли решены три наиболее частых волнующих вопроса. 
1. Каким является самое низкое количество ЦОК, которое 
должно быть в 7,5 мл образце крови, чтобы позволить CellSearch систе-
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ме обнаруживать одну ЦОК.  Основываясь на анализе биномиального 
распределения это минимальное значение было определено как 1,2 ± 
0,4. Ниже этого предела возникает сбой в системе. 
2. Каков теоритически коэффициент вариации для количе-
ственной оценки ЦОК? Было определено, что данный коэффициент на 
основании распределения Пуассона, уменьшается с увеличением коли-
чества ЦОК. Таким образом, 50%, 24%, 12%, 6%, и 3% являются для 
обнаружения 4, 18, 71, 286 и 1142 ЦОК, соответственно. 
3. Какой диапазон чисел ЦОК, который мог бы на самом деле 
быть в образце крови, если при клиническом исследовании получено 5 
ЦОК? Рассчитанный диапазон составляет от 2 до 12 клеток, с 95% уве-
ренностью. Этот диапазон сужается вниз, когда уровень достоверности 
снижается.  
Математические модели помогли также выявить методологиче-
ские ограничения для CellSearch системы [397] и проточной цитометрии 
[398, 3999]. Когда CellSearch система используется у пациента с общей 
циркуляцией 500 ЦОК, вероятность отбора ≥1 ЦОК в одну аликвоту 7,5 
мл крови составляет 50%, в то время как вероятность обнаружения 1 
ЦОК составляет только 18%, учитывая статистический вклад от каждо-
го этапа процесса обработки биологического образца [397]. Что касается 
проточной цитометрии, корреляция между размером выборки (т.е. чис-
ло клеточных событий) и точности обнаружения (т.е. коэффициент ва-
риации) является обратным; чем меньше коэффициент вариации, тем 
больше клеточных событий должно быть обработано. Например, 40% 
коэффициент вариации требует 6,3 × 106 событий (приблизительно 1 мл 
крови); в то время как для снижения коэффициента вариации до 10%, 
должно быть получено 109 событий от приблизительно 200 мл крови 
[399]. Дихотомизация является широко используемым методом анализа 
ЦОК, который основан на одной отсечки; например, 5 ЦОК для мета-
статического рака молочной железы [423, 487, 488]. Метод классифици-
рует пациентов, страдающих раком, на две группы, с благоприятным 
или неблагоприятным прогнозом [353, 489–491]. Хотя использование 
дихотомизации прост, он имеет свои ограничения, в том числе потери 
статистической мощности, потери нелинейности, возникновения несо-
гласованности в различных исследованиях, а также создание ложных 
прогностических факторов [492–496].  
Регрессионный анализа выживаемости и помогает решить выше-
приведенные проблемы [496]. Для интерпретации соотношения между 
количеством ЦОК и прогнозом при метастатическом раке молочной же-
лезы был использован многофакторной регрессионный анализ Кокса. 
Чтобы проиллюстрировать взаимосвязь были применены четыре кате-
гории, 0, 1–4, 5–20 и >20. Результаты показали, что с увеличением числа 
ЦОК, риск прогрессирования заболевания (относительный риск выжи-
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ваемости без прогрессирования) и смерти (относительный риск общей 
выживаемости) постоянно увеличивается. Была продемонстрирована 
линейная зависимость с небольшим числом ЦОК (<5), однако, увеличе-
ние обоих рисков носило пиковый характер после того, как число ЦОК 
достигло 5. Когда было обнаружено более 20 ЦОК, риск прогрессиро-
вания претерпел некоторые изменения, в то время как риск смерти был 
константен. Недавние исследования показали, что при использовании 
более чувствительных методов обнаружения, у различных онкологиче-
ских пациентов обнаруживается по крайней мере в 30–100 раз большее 
число ЦОК, чем в настоящее время сообщается в исследованиях с 
CellSearch системой поиска [370, 400]. Таким образом, технология ма-
тематического моделирования ЦОК, возможна, должна быть уточнено в 
зависимости от чувствительности методов обнаружения и объема проб 
крови, используемой для анализов. 
В последние годы разработано немало многообещающих техно-
логий обнаружения ЦОК и они продолжают совершенствоваться. Эти 
новые подходы нуждаются в валидации в многоцентровых клинических 
исследованиях с определенными порогами решений, такими как свобо-
да от проявлений болезни или полное выздоровление. Кроме того, сле-
дует дифференцировать наиболее агрессивные субфракции ЦОК, кото-
рые служат инициирующими метастазы клетками [385]. Поэтому необ-
ходимо разработать более эффективные стратегии, которые способны 
также изолировать и идентифицировать субпопуляции опухолевых кле-
ток с понижающей экспрессией эпителиальных белков.  
Редкие клетки, которые идентифицированы с помощью EpCAM 
и/или CK возможно лучше назвать циркулирующими эпителиальными 
клетками из-за существования неопухолевых эпителиальных клеток в 
крови [354, 437, 507]. Более агрессивные субпопуляции клеток, возмож-
но, могут быть упущены или проигнорированы, если они EpCAM-, СК- 
или CD45 + / CK / EpCAM [408–500]. 
Следует отметить, что, как показано на рисунке 2, чувствитель-
ность и специфичность зависит от всех трех основных этапов анализа 
ЦОК. Внедрение новой технологии на каждом этапе, безусловно, повы-
сит мощность данного анализа. 
Возможности часто приходят с проблемами. Повышение уровня 
знаний ЦОК и продуктов, клеточных материалов, таких как CTM и 
CTMat (включая CTДНК), вероятно, приведет к ряду открытий и обес-
печит новое понимание раковой болезни, эффективности терапии, мета-
статического потенциала, пролиферативной способности, и гетероген-
ность клеточных опухолевых популяций. Измерение повышенной ак-
тивности теломеразы может быть перспективным направлением для по-
иска большинства популяций опухолевых клеток в крови. Успешное 
применение аптамеров в микроустройствах позволило минимизировать 
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технические ограничения технологии детекции ЦОК. Применение ма-
тематических моделей может обеспечить адекавтную обработку и 
управление данными. Успешные способы культивирования ЦОК позво-
ляют проводить функциональных исследований, являются следующим 
важным шагом в исследовании ЦОК. Есть также многочисленные воз-
можности для оценки ЦОК с использованием протеомики и геномики.  
Вне зависимости от использованного технологического подхода 
ключевым вопросом для клинических испытаний является определение 
того, как оценка ЦОК может привести лечение к наиболее эффективно-
му удалению метастатических клеток. Способность обнаружить и уда-
лить метастатические клетки в наиболее ранний срок определяет потен-
циальную возможность снизить смертность от рака. 
 






Под наблюдением находились 192 пациентки с первичным ре-
зектабельным неметастатическим РМЖ pT1-4N3cM0 стадии, включен-
ных в проспективное контролируемое рандомизированное исследование 
и получавших лечение в УЗ «Витебский областной клинический онко-
логический диспансер» с 2015 по 2017 год, а также биологические мате-
риалы – биоптаты опухоли и периферическая кровь. 
Опытная подгруппа была разделана на 2 подгруппы в соответ-
ствии с этапами исследования. Первая подгруппа состояла из 162 паци-
енток, получавших специальное лечение по поводу РМЖ в 2015–2016 
годах. Вторая подгруппа состояла из 30 женщин, которые получали ле-
чение в 2017 году с учетом разработанной методики контроля эффек-
тивности адъювантной химиотерапии и методики лечения МОБ.  
В контрольную группу было включено 52 женщины, из них 32 
пациентки с доброкачественными новообразованиями молочной железы 
(фиброаденома, узловая мастопатия), и 20 практически здоровых жен-
щин. 
Исследование проведено в рамках темы БР ФФИ «Молекулярно-
генетическая диагностика минимальной остаточной болезни при раке 
молочной железы», № гос. регистрации 20151454, а также в рамках гос-
ударственной программы научных исследований «Фундаментальные и 
прикладные науки – медицине», задание 2.30 «Оценить экспрессию ге-
нов опухолевой прогрессии с целью выявления минимальной остаточ-
ной болезни при раке молочной железы», № гос. регистрации 20160541. 
Перед началом исследования всех пациенток обследовали в со-
ответствии с приказом Министерства здравоохранения Республики Бе-
ларусь № 258 от 11.03.2012 «Об утверждении некоторых клинических 
протоколов», в соответствии с клиническими протоколами «Алгоритмы 
диагностики и лечения злокачественных новообразований» [501]. 
 
4.1 Критерии включения пациенток в исследование 
 
В исследование включали пациенток в соответствии со следую-
щими критериями: 
 возраст старше 18 лет; 
 первичное цитологическое подтверждение диагноза РМЖ; 
 первичное гистологическое подтверждение диагноза РМЖ с 
определением экспрессии рецепторов к эстрогенам и прогестинам, а 
также экспрессия/амплификация рецептора эпидермального фактора 
роста HER2-neu; 
 узловая форма РМЖ; 
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 односторонне поражение; 
 стадия I–III, что соответствует pT1–4N3cM0 по ТNM классифика-
ции [344]; 
 резектабельность опухоли в объеме стандартного хирургического 
вмешательства радикальной мастэктомии по Маддену или радикальной 
резекции молочной железы; 
 операбельность пациенток (статус по шкале ECOG от 0 до 2 бал-
лов); 
 отсутствие других синхронных и метахронных злокачественных 
опухолей, в том числе и в анамнезе; 
 отсутствие беременности; 
 способность пациентки выполнять рекомендации врача и соблю-
дать схему исследования. 
 
4.2 Критерии выбытия пациенток из исследования 
 желание пациентки прекратить участие в исследовании; 
 серьезные нежелательные явления, возникающие у пациенток во 
время исследования; 
 индивидуальная непереносимость препаратов, входящих в схему 
исследования; 
 выявление второй злокачественной опухоли до начала или в про-
цессе исследования; 
 выраженная сопутствующая патология: симптомы застойной сер-
дечно-сосудистой недостаточности, ранние сроки после инфаркта мио-
карда (до 6 месяцев), нестабильная стенокардия напряжения неконтро-
лируемая, кардиомиопатия, аритмии, артериальная гипертензия, ранние 
сроки после перенесенного инсульта. 
 
4.3 Клиническая характеристика исследования и пациенток, 
включенных в исследование  
 
4.3.1 Клиническая характеристика исследования 
 1-ый этап – разработка диагностикума для идентификации ЦОК; 
 2-ой этап – проспективное контролируемое исследование; 
 3-ий этап – проспективное рандомизированное исследование. 
Дизайн исследования представлен на рисунке 4.1А и 4.1Б. 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Рисунок 4.1А. – Дизайн исследования: I и II этапы 











































































































































































































































































































































































































































Рисунок 4.1Б. – Дизайн исследования: III этап 
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Пациенток включали в исследование после морфологического 
подтверждения диагноза РМЖ и выставления показаний к оперативно-
му вмешательству. Выбор радикального оперативного пособия опреде-
лялся не только степенью распространения опухоли, но и локализацией 
опухолевого узла, возрастом пациенток и другими факторами, характе-
ризующими их общее состояние. График визитов и процедур представ-
лен в таблице 4.1. 
 
Таблица 4.1. – График визитов и процедур 
 


































































































































ИГХ исследование опухоли на ERα, PgR, 
HER2-neu (n=192) 
  ×        
ИГХ исследование опухоли на сурвивин 
(n=67) 
  ×        
ОТ–ПЦР в реальном времени исследование 
экспрессии гена BIRC5 в опухолевой ткани 
(n=67) 
  ×        
Исследование экспрессии HER2-neu в ЦОК 
(n=192) 
×  × × × × × × × × 
Исследование экспрессии BIRC5 в ЦОК 
(n=192) 
×  × × × × × × × × 
Исследование экспрессии генов множе-
ственной лекарственной устойчивости су-
пер-семейства АВС-транспортеров в ЦОК 
(n=102) 
×          
Исследование экспрессии маркера стволо-
вой опухолевой клетки гена ALDH1 в ЦОК 
(n=102) 
×          
Исследование экспрессии маркеров ЕМТ 
генов Akt2, PI3K и TWIST в ЦОК (n=102) 
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4.3.2 Характеристика пациенток, включенных в исследова-
ние 
 
Средний возраст пациенток составил (M±SD) 58,16±9,98 с инди-
видуальными колебаниями от 31 до 91 года. Повозрастные показатели 
пациенток представлены в таблице 4.2 и на рисунке 4.2. 
 
Таблица 4.2. – Возрастные показатели опытной группы пациенток 
(n=192) 
Возрастная группа, лет Количество пациентов 
абс. % 
31–34 5 2,6 
35–39 11 5,7 
40–44 14 7,3 
45–49 23 12,0 
50–54 17 8,9 
55–59 25 13,0 
60–64 36 18,8 
65–69 32 16,7 
70–74 11 5,7 
75–80 11 5,7 
80 и старше 7 3,6 
 
 
Рисунок 4.2. – Возрастные показатели опытной группы 
 
Как видно из представленных данных, наибольший процент па-
циенток (49,5%), страдающих РМЖ, зафиксирован в возрастной группе 
женщин, как правило, с наибольшей профессиональной и творческой 
активностью – в возрасте 31–59 лет. 
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Клиническая характеристика первичной опухоли представлена в 
таблице 4.3 и на рисунке 4.3. 
 
Таблица 4.3. – Клинико-анатомическая характеристика первичной опу-
холи (n=192) 
Клинический признак Варианты Значения 
абс. % 
T 1 99 51,6 
2 83 43,2 
3 6 3,1 
4 4 2,1 
N 0 93 48,4 
1 71 37,0 
2 9 4,7 
3 19 9,9 
Стадия I 65 33,9 
IIA 62 32,3 
IIB 34 17,7 
IIIA 10 5,2 
IIIB 1 0,5 
IIIC 20 10,4 
 
Частота поражения как левой так и правой молочной железы бы-
ла практически одинаковой (50,5% и 49,5% соответственно). Наиболее 
часто опухолевый узел локализовался в верхне-наружнем квадранте 
(62%). Преимущественно встречались опухоли, соответствующие кате-
гории Т1 и Т2, т.е. до 5 см в наибольшем размере (51,6% и 43,2% соот-
ветственно). В 48,4% случаях регионарные лимфатические узлы остава-
лись не вовлеченным в опухолевый процесс. В 37,0% случаев отмеча-
лось метастатическое поражение лимфатических узлов I уровня в коли-
честве от 1 до 3. Большее поражение регионарного лимфатического 
коллектора, соответствующее категории N2–N3, встречалось реже (4,7% 
и 9,9% соответственно). 
Важное значение среди онкологических показателей имеет опре-
деление стадии опухолевого процесса, или качество диагностики РМЖ, 
(показатели распространенности опухолевого процесса оценивались в 
соответствии с Международной клинической классификацией злокаче-
ственных опухолей по TNM, VII издание, 2015) [502]. Подавляющее 
большинство пациенток составляли женщины с РМЖ I и IIA стадий 
(66,2%), доля местно-распространенных форм IIB–IIIС – 33,8% (рису-
нок 4.3).  
 
 








Рисунок 4.3. – Распределение пациенток, страдающих РМЖ по стадиям опухо-




Согласно данным патоморфологического исследования (таблица 
4.4) наиболее часто, в 57,3% случаев, была диагностирована инвазивная 
протоковая карцинома, более чем в два раза реже была диагностирована 
дольковая карцинома (22,4%). Другие типы рака встречались значи-
тельно реже и в сумме составили 20,3%. Опухоль, как правило, была 
высокой (G3) или средней (G2) степени злокачественности (54,2% и 
43,2% соответственно), и имела лимфовенозную стромальную инвазию 
(LVSI+ – 83,9%). Важным с точки зрения прогноза и планирования 
адъювантного лечения является определение молекулярно-
биологического подтипа опухоли, определяемого при помощи иммуно-
гистохимии. Люминальный А рак был определен в 43,8% случаев, лю-
минальный Б HER2 неэкспрессирующий – 21,4%, люминальный Б 
HER2 экспрессирующий – 7,3%, гиперэкспрессирующий HER2 – 17,7% 
и трижды негативный (базальный) подтип был диагностирован в 9,9% 
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Таблица 4.4. – Патоморфологическая характеристика первичной опухо-
ли (n=192) 
 




тубулярная карцинома 1 0,5 
медулярная карцинома 3 1,6 
муцинозная карцинома 5 2,6 
неспецифическая карцинома 30 15,6 
дольковая карцинома 43 22,4 
протоковая карцинома 110 57,3 
Степень дифференци-
ровки 
G1 5 2,6 
G2 83 43,2 
G3 104 54,2 
Лимфовенозная  
стромальная инвазия  
LVSI+ 161 83,9 
LVSI- 31 16,1 
Молекулярно-
биологический подтип 
люминальный А 84 43,8 
люминальный Б HER2- 41 21,4 
люминальный Б HER2+ 14 7,3 
гипер HER2 экспрессирующий 34 17,7 





Рисунок 4.4. – Молекулярно-биологические подтипы опухоли (n=192) 




Семейная отягощенность по РМЖ отмечена у 25 женщин 
(13,02%), а отягощенная онкологическая наследственность (по другим 
органам и системам) – еще у 40 женщин (20,8%). Таким образом, по 
данным анамнеза общая отягощенная онкологическая наследственность 
(РМЖ и опухоли другой локализации) составила– 33,82%.  
Дополнительное изучение факторов риска по РМЖ показало, что 
среди 192 опрошенных женщин ранний менструальный старт (до 12 
лет) наблюдался у 12% женщин, после 12 лет – у 88%. Поздняя менопа-
уза (после 50 лет) отмечена в 80 случаях (41,66%).  
Из рисунка 4.5 видно, что 1 беременность имели 14 женщин, 2 
беременности – 37, 3 беременности – 68, 4 беременности и более – 72. В 
то же время состоявшиеся роды были одни у 75 женщин, двое – у 89, 
трое – у 16, четверо – у 2. Это в свою очередь свидетельствует о боль-
шой частоте прерванных (по различным причинам) беременностях. У 





Рисунок 4.5. – Соотношение беременностей и состоявшихся родов  
у пациенток, страдающих РМЖ (n=192) 
 
При расчете индекса массы тела (ИМТ) оказалось, что наруше-
нием жирового обмена в сторону избытка массы тела страдала 141 
женщина (73%). Нормальные показатели ИМТ были у 22% женщин. В 
то же время 5% пациенток имели дефицит массы тела. 
При сравнительном анализе характеристик первой и второй под-
групп было установлено что они были сопоставимы по всем критериям 
в том числе и по клинико-анатомическим и патогистологическим харак-
теристикам первичной опухоли (таблицы 4.5 – 4.6). 




Таблица 4.5. – Сравнительная клинико-анатомическая характеристика 
первичной опухоли пациенток первой и второй подгрупп 
 
Категория, значение 1-ая подгруппа 2-ая подгруппа  
n=162 % n=30 % 
T 1 87 53,70 15 50,00 
2 70 43,21 13 43,33 
3 4 2,47 2 6,67 
4 1 0,62 0 0,00 
N 0 78 48,15 15 50,00 
1 63 38,89 8 26,67 
2 7 4,32 2 6,67 
3 14 8,64 5 16,67 
Стадия I 54 33,33 11 36,67 
IIA 54 33,33 6 20,00 
IIB 28 17,28 6 20,00 
IIIA 8 4,94 2 6,67 
IIIB 1 0,62 0 0,00 
IIIC 15 9,26 5 16,67 
 
Таблица 4.6. – Сравнительная патоморфологическая характеристика 
первичной опухоли пациенток первой и второй подгрупп 
 
Характеристика опухоли 1-ая подгруппа 2-ая подгруппа  





























тубулярная  1 0,62 0 0,00 
медулярная 3 1,85 0 0,00 
муцинозная  3 1,85 2 10,80 
неспецифическая  22 13,58 11 59,40 
дольковая  34 20,99 8 43,20 







G1 5 3,09 0 0,00 
G2 71 43,83 12 64,80 




I LVSI+ 136 83,95 24 129,60 





































люминальный А 79 48,77 7 37,80 
люминальный Б HER2- 41 25,31 10 54,00 
люминальный Б HER2+ 9 5,56 5 27,00 
гипер HER2 экспрессирую-
щий 
11 6,79 3 16,20 
трижды негативный (базаль-
ный) 
22 13,58 5 27,00 




4.3.3 Методы лечения пациенток, включенных в исследова-
ние 
 
Все женщины подлежали радикальному лечению, первым этапом 
которого была радикальная операция в объеме радикальной матсэкто-
мии по Маддену, которая была выполнена 131 пациентке (80,8%), либо 
в объеме радикальной резекции молочной железы различных модифи-
каций – 61 (19,2%).  
Дальнейшая программа лечения и системная адъювантная тера-
пия планировались и проводились с учетом стадии опухолевого процес-
са, а также с учетом распределения пациенток на группы риска прогрес-
сирования и возврата заболевания [501]. 
Вид адъювантной системной терапии определяется в соответ-
ствии с категориями риска. Для определения категорий риска необхо-
димо использовать рекомендации Международного консенсуса по лече-
нию первичного РМЖ [501] (таблицы 4.7–4.8). 
 
Таблица 4.7. – Определение категорий риска для пациентов                              
с резектабельным РМЖ 
 
Категория риска 
Низкий риск непораженные лимфоузлы и наличие всех из нижеперечислен-
ных критериев: 
pT  2 см  
Grade 1, 
отсутствие перитуморальной инвазии сосудов, нет гиперэкс-
прессии/амплификации HER2/neu, 




непораженные лимфоузлы и по крайней мере один из следу-
ющих признаков: 
pT > 2 см,  
Grade 2–3, 
присутствие перитуморальной инвазии сосудов,  
имеется гиперэкспрессия или амплификации HER2/neu,  
возраст < 35 лет; 
пораженные лимфоузлы (1–3) и нет гиперэкспрессии или ам-
плификации HER2/neu 
Высокий риск пораженные лимфоузлы (1–3 л/узла) и  
имеется гиперэкспрессия/амплификация HER2/neu,  
или нет экспрессии ER и PR. 
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ная зависимость: 1 – 







Низкий риск Гормонотерапия (далее – 
ГТ)  

















химиотерапия (далее – 
ХТ) → ГТ 
 ХТ → ГТ 
 
ХТ 
Высокий риск ХТ → ГТ 
 





Наиболее часто применяемые схемы адъювантной терапии: 
 
CAF: 
циклофосфамид 500 мг/м2 внутривенно в течение 20–30 мин в 1-й день;  
доксорубицин 50 мг/м2 внутривенно в течение 20–30 мин в 1-й день; 
фторурацил 500 мг/м2 внутривенно струйно в 1-й день.  
Интервал 3 недели (4–6 курса). 
 
EC: 
эпирубицин 60–90 мг/м2 внутривенно в течение 20 мин в 1-й день; 
циклофосфамид 600 мг/м2 внутривенно в течение 20–30 мин в 1-й день. 
Интервал 3 недели (4–6 курса). 
 
АC: 
доксорубицин 60 мг/м2 внутривенно в течение 20–30 мин в 1-й день; 
циклофосфамид 600 мг/м2 внутривенно в течение 20–30 мин в 1-й день. 
Интервал 3 недели (4–6 курса). 
 
АС–Т еженедельно: 
доксорубицин 60 мг/м2 внутривенно в 1-й день; 
циклофосфамид 600 мг/м2 внутривенно в 1-й день; 
4 курса с интервалом 3 недели 
паклитаксел 80 мг/м2 внутривенно в 1-й день еженедельно 4 курса. 
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Трастузумаб + паклитаксел: 
трастузумаб внутривенно в 1-й день еженедельно: первое введение в до-
зе 4 мг/кг в течение 90 минутной инфузии, все последующие введения – 
в дозе 2 мг/кг, и при хорошей переносимости время введения может 
быть сокращено до 30 мин. 
 
Монохимиотерапия: 
гемцитабин 800-1000мг/м2 внутривенно еженедельно. 
паклитаксел 80 мг/м2 внутривенно в 1-ый день еженедельно 4 курса. 
 
 
4.4 Методы исследования 
 
Все пациентки были обследованы в соответствии с клинически-
ми протоколами «Алгоритмы диагностики и лечения злокачественных 
новообразований» [501]. Клиническая диагностика включала анамнез, 
осмотр молочных желез, пальпацию молочных желез в вертикальном и 
горизонтальном положениях, пальпацию подмышечных и шейно-
надключичных лимфатических узлов. Инструментальная диагностика 
включала двустороннюю маммографию всем пациенткам старше 40 лет 
и ультразвуковое исследование молочных желез и регионраных лимфа-
тических узлов. Морфологическое подтверждение диагноза рака молоч-
ной железы осуществлялось путем пункционной биопсия опухоли с ци-
тологическим исследованием, либо трепан-биопсией опухоли с после-
дующим гистологическим исследованием. Кроме того, всем пациентка 
было выполнено: ультразвуковое исследование органов брюшной поло-
сти; рентгенологическое исследование легких; остеосцинтиграфия; 
ЭКГ; общепринятые лабораторные исследования: группа крови и резус-
фактор; серореакция на сифилис; общий анализ крови; общий анализ 
мочи; биохимическое исследование крови (мочевина, билирубин, глю-
коза, АсАТ, АлАТ, щелочная фосфатаза, Са общий); коагулограмма 




4.4.1 Лабораторные методы исследования 
 
Материалом для исследования явились образцы периферической 
крови пациенток, страдающих РМЖ, на этапах специального лечения. 
Для ИГХ использовались биоптаты первичной опухоли молочной желе-
зы полученные в ходе оперативного лечения. 
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4.4.1.1 Обогащение, изоляция и идентификация ЦОК 
 
У всех пациенток на этапах лечения забирался образец перифе-
рической крови из локтевой вены утром натощак в объеме 5 мл в сте-
рильную вакуумную пробирку с К2ЭДТА для последующего обогаще-
ния и выделения ЦОК и хранился при 4 °C до исследования. Образцы 
обрабатывались немедленно или не позднее чем через четыре часа по-
сле забора крови.  
Обогащение и выделение ЦОК проводилось с использованием 
технологии экспресс-выделения опухолевых клеток из цельной крови на 
основе ковалентно-связанных антител для CD326 на немагнитную по-
лимерную матрицу крупных микросфер с последующей изоляцией ЦОК 
по размеру (S-pluriBead Maxi Reagent Kit and anti-human CD326 S-
pluriBead, Германия).  
Выделение мРНК из лизированных, обогащенных клеток прово-
дилось в соответствии с инструкциями производителя наборов для вы-
деления РНК (ООО СИВитал, Беларусь). Используя технологию обрат-
ной транскрипции синтезировали кДНК, которую использовали в по-
следующем для анализа экспрессии генов в режиме реального времени 
ОТ–ПЦР. Для анализа экспрессии генов HER2-neu и BIRC5 использова-
ли оригинальные разработанные тест-системы для определения экс-
прессии Survivin и HER2-neu cДНК транскрипции методом REAL-TIME 
ПЦР. 
Для анализа экспрессии генов множественной лекарственной 
устойчивости использовали специально подобранный набор праймеров 
и зондов Platinum PCR SuperMix (Invitrogen, США). Для анализа норма-
лизованной экспрессии были выбраны следующие таргетные гены ле-
карственной устойчивости: ABCB1 (кодируемый им протеин 
PGP/MDR1), ABCC1 (кодируемый им протеин MRP1), ABCC5 (кодиру-
емый им протеин MRP5), ABCC10 (кодируемый им протеин MRP7) и 
ABCG2 (кодируемый им протеин BCRP/MXR). Для анализа эпители-
ально-мезенхимального перехода (EMT) и наличия маркера стволовых 
клеток рака молочной железы использовали набор AdnaTest EMT-
1/StemCell (Adna Gen AG, Langenhagen, Germany). Данная тест-система 
включает в себя один маркер стволовых клеток РМЖ ALDH1 и 3 мар-
кера ЕМТ – Akt2, PI3K и TWIST. В качестве референсного гена во всех 
случаях использовался ген «домашнего хозяйства» с-ABL. 
Учитывая уникальность технологии обогащения и выделения 
ЦОК, само уже определение экспрессии референсного гена с-ABL под-
тверждало наличие в образце клеток, экспрессирующих на своей по-
верхности EpCAM (СD 326). Качественная оценка и количественная ха-
рактеристика нормализованной экспрессии таргетных генов позволяла 
идентифицировать ЦОК и оценить их фенотип и функциональную ак-
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тивность.Все этапы ПЦР-исследования выполнялись на оборудовании 
«Bio Rad», США. 
 
4.4.1.2 Иммуногистохимическое исследование экспрессии ан-
тиапоптотического протеина сурвивина в опухолевой ткани 
 
Наряду со стандартным ИГХ исследованием оценки экспрессии 
рецепторов эстрогена и прогестерона, а также рецептора эпидермально-
го фактора роста была исследована экспрессия антиапоптотического 
белка сурвивина в биоптатах первичной опухоли молочной железы 
(n=67). Материал, полученный в ходе оперативного вмешательства фик-
сировался в формалине и доставлялся в лабораторию, где запускался в 
проводку. После чего выполнялась нарезка препаратов. Срезы помеща-
лись на иммуногистохимические стекла, покрытые поли-L-лизином. 
Процесс окраски в дальнейшем проходил автоматически. Использова-
лось антитело Susvivin Antibody Biоtin conjugate (Pierce, Франция), а 
также система для автоматической визуализации BOND Polymer 
Detection Systems («Leica Microsystems», Германия). Окрашивание про-
водилось в автоматическом режиме на аппаратуре иммуностейнере 
фирмы «Leica Microsystems». Дальнейшее изучение микропрепаратов и 
их оценка осуществлялись на микроскопах фирмы «Leica». 
 
4.4.1.3 Исследование экспрессии гена сурвивина в опухоле-
вой ткани методом ОТ–ПЦР в реальном времени 
 
На ряду с ИГХ исследованием экспрессии антиапоптотического 
протеина сурвивина в ткани карциномы при помощи ОТ–ПЦР в режиме 
рального времени была исследована нормализованная экспрессия гена 
BIRC5, кодирующего белок сурвивин. Полученный в ходе биопсии или 
оперативного вмешательства образец опухоли в объеме до 5 мм3 замо-
раживали, затем измельчали, лизировали. Выделение мРНК из лизиро-
ванных клеток проводилось в соответствии с инструкциями производи-
теля наборов для выделения РНК (ООО СИВитал, Беларусь). Используя 
технологию обратной транскрипции синтезировали кДНК, которую ис-
пользовали в последующем для анализа экспрессии гена BIRC5 в режи-
ме реального времени ОТ–ПЦР. 
 
4.4.2 Методы статистического анализа результатов исследо-
вания 
 
Статистическая обработка полученных данных проводилась в 
соответствии с современными требованиями, предъявляемыми к прове-
дению медико-биологических исследований. 
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Качественные показатели представлены абсолютными и относи-
тельными величинами. 
Проверка распределения на нормальность количественных при-
знаков осуществлялась по критериям Лиллиефорса и Шапиро-Уилка. 
Количественные признаки, подчиняющиеся нормальному закону рас-
пределения, представлены в виде: среднего значения (М), стандартного 
отклонения (SD), стандартной ошибки среднего (SE), минимального и 
максимального значения (min, max). 
Количественные признаки, не подчиняющиеся нормальному за-
кону распределения, представлены в виде медианы (Ме), интерквар-
тильного диапазона (LQ/UQ), минимального и максимального значений 
(min, max). 
Сравнение двух групп по количественным признакам, имеющим 
равные генеральные дисперсии и соответствующим нормальному зако-
ну распределения, проводили по критерию Стьюдента. Условие равен-
ства проверялось по критериям Левена, Фишера. Сравнение двух групп 
по количественным признакам, не соответствующим нормальному за-
кону распределения, проводили по непараметрическому критерию 
Манна-Уитни. Сравнение групп по качественным порядковым призна-
кам осуществлялось по критерию Манна-Уитни, качественным номи-
нальным – по критерию хи-квадрат (χ2) Пирсона, по качественным би-
нарным – по критериям χ2 с поправкой Йетса и точному критерию Фи-
шера в соответствии с условиями их применимости. 
В качестве меры связи для количественных признаков, подчиня-
ющихся нормальному закону распределения, рассчитывался коэффици-
ент корреляции Пирсона. Для количественных признаков, не подчиня-
ющихся нормальному закону распределения, и качественных порядко-
вых признаков – ранговый коэффициент корреляции Спирмена. 
Для оценки отдаленных результатов лечения рассчитывались 
значения общей и безрецидивной выживаемости по методу Каплана-
Майера. Сравнение выживаемости в двух группах проводилось с помо-
щью критерия log-rank, в трех – с помощью критерия χ2. 
Сравнение групп по отдаленным результатам лечения проводи-
лось также по величинам относительного риска смерти от любой при-
чины и относительного риска возврата и прогрессирования заболевания. 
Рассчитывались отношения рисков (ОР), 95%-ный доверительный ин-
тервал отношения рисков и уровень значимости различных рисков. От-
носительный риск и его 95%-ный доверительный интервал вычислялись 
с использованием регрессионной модели пропорциональных рисков 
Кокса. 
Для выявления показателей, влияющих на риск возврата и про-
грессирования заболевания, проведен моновариантный анализ по всем 
отдельным показателям. Показатели, связанные с риском с уровнем ста-
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тистической значимости р<0,05 включены в качестве предикторов в 
мультивариантную модель.  
Модель пропорциональных рисков Кокса основана на следую-
щих предположениях: все предикторы (независимые переменные) свя-
заны с логарифмом функции риска наступления события линейно; рис-
ки наступления события для любых двух объектов в любой отрезок 
времени пропорциональны. Это означает, что для двух пациенток с раз-
личными значениями независимых переменных (предикторов) отноше-
ние их функций риска не зависит от времени. 
Так как любая мультивариантная регрессионная модель имеет 
ограничения на количество включаемых предикторов, для регрессион-
ной модели пропорциональных рисков Кокса это количество, согласно 
правилам F.E.Harrell, должно быть как минимум в десять раз меньше 
числа завершенных наблюдений. Для уменьшения количества включае-
мых в модель переменных, а также получения более адекватной модели 
целесообразно сначала провести многовариантный анализ взаимосвязи 
отдельных предикторов и времени до наступления события. Для этого 
строят регрессионные модели по каждой независимой переменной от-
дельно. Показатели, связанные с временем до наступления события, по 
результатам многовариантного анализа с уровнем значимости р<0,05 
(или р<0,1) включают в мультивариантный анализ. 
Во всех случаях различия считались статистически значимыми 
при уровне значимости р<0,05. Все значения р были двухсторонними. 
Статистическая обработка результатов произведена с использованием 
программы SPSS Statistics 10.0. 




РАЗРАБОТКА И КЛИНИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА МЕТОДА 
ИДЕНТИФИКАЦИИ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ОПУХОЛЕВЫХ 
КЛЕТОК ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
 
5.1 Разработка тест-системы для суммарной оценки тран-
скриптов сурвивина 
 
Разработку праймеров и зондов для ОТ–ПЦР проводили с ис-
пользованием in silico анализа [503]. Информацию о первичной струк-
туре генов сурвивин, сурвивин 2B, сурвивин 2A, сурвивин 3B и сурви-
вин deltaEx3 получали с использованием данных международных баз 
геномов http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ [504], 
http://www.genome.tbdb.org/ [505], annotation/genome/tbdb/ [506], Gene 
Index.html [349]. Оценку конформации образуемых олигонуклеотидов и 
силу связи, температуру плавления вторичных структур осуществляли с 
использованием онлайн-программы 
http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Quickfold [507] и 
http://eu.idtdna.com/analyzer/ Applications/OligoAnalyzer/ [508]. Прайме-
ры и зонды для ПЦР были подобраны с учетом структур экзонов и ин-
тронов.  
Оптимальную температуру отжига праймеров и зондов подбира-
ли экспериментально с использованием режима «градиент температур». 
Уровень экспрессии форм мРНК сурвивина измеряли в относительных 
единицах, определяемых методом сравнения индикаторных циклов на 
основе математического анализа формы кривой амплификации (Cp) 
сурвивинатокина и HPRT1, по формуле: с учетом эффективности ам-
плификации; значения индикаторного цикла в образце для HPRT1; зна-
чения индикаторного цикла в образце для сурвивина. Уровень экспрес-
сии фактически отражал представленность транскрипта в сравнении с 
нормировочным геном. 
В результате работы впервые в Республике Беларусь была созда-
на тест-система для определения количественной суммарной оценки 
транскриптов сурвивина (семейство ингибиторов апоптоза), включая 
все известные варианты сплайсинга в образцах РНК/мРНК.  
Созданную тест-систему оценивали вместе с кДНК, в получен-
ных из 76 замороженных первичных образцов опухоли 79 взрослых па-
циентов (саркомы мягких тканей) до начала лечения, согласно требова-
ниям Директивы 98/79/EC Европейского парламента. 




 97   
 
 
Таблица 5.1. – Характеристика тест-системы для  
обнаружения транскриптов сурвивина 
 












Созданная тест-система прошла клинические испытания в РНПЦ 
онкологии и медицинской радиологии им. Н.Н. Александрова, РНПЦ 
детской онкологии, гематологии и иммунологии и зарегистрирована в 
Республике Беларусь. 
 
5.2 Разработка тест-системы для количественного определе-
ния HER2-neu транскриптов 
 
Разработку праймеров и зондов для ОТ–ПЦР проводили с ис-
пользованием in silico анализа [503]. Информацию о первичной струк-
туре генов получали с использованием данных международных баз ге-
номов http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ [504], 
http://www.genome.tbdb.org/ [505], annotation/genome/tbdb/ [506], Gene 
Index.html [507]. Оценку конформации образуемых олигонуклеотидов и 
силу связи, температуру плавления вторичных структур осуществляли с 
использованием онлайн-программы 
http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Quickfold [508] и 
http://eu.idtdna.com/analyzer/ Applications/OligoAnalyzer/ [509]. 
Праймеры и зонды для ОТ–ПЦР были подобраны с учетом 
структур экзонов и интронов. Оптимальную температуру отжига прай-
меров и зондов подбирали экспериментально с использованием режима 
«градиент температур». Уровень экспрессии форм мРНК HER2-neu из-
меряли в относительных единицах, определяемых методом сравнения 
индикаторных циклов на основе математического анализа формы кри-
вой амплификации. Уровень экспрессии фактически отражал представ-
ленность транскрипта в сравнении с нормировочным геном. В ходе ис-
следования определяли пороговые циклы анализируемых проб. 
Для количественного анализа создавали стандарты. К каждому 
стандарту конструировали соответствующий зонд. Делали 10-кратные 
разведения стандарта и проводили ПЦР в реальном времени с использо-
ванием данных разведений. После проведения ПЦР и построения ка-
либровочной зависимости величины Ст от исходного количества копий 
стандартов (lgN) для каждого из стандартов создавалась возможность 
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вычислить неизвестное исходное количество копий в анализируемых 
образцах с помощью интерполяции. 
В результате работы впервые в Республике Беларусь была созда-
на тест-система для определения количественной суммарной оценки 
транскриптов HER2-neu, включая все известные варианты сплайсинга в 
образцах РНК/мРНК. 
Созданную тест-систему для количественного определения 
HER2-neu транскриптов оценивали вместе с кДНК, полученной из 
мРНК HER2-neu, экспрессирующей клеточной линии SK-BR-3 (номер 
ATCC: HTB-30). Использовали стандарты в концентрации 105, 2,5х103, 
102, 25 и 5 копий в пробирке. Результаты исследования представлены в 
таблице 5.2. 
 
Таблица 5.2. – Характеристика тест-системы для обнаружения  
транскриптов HER2-neu 
 





≥5 копий за пробег 




Созданная тест-система прошла клинические испытания в РНПЦ 
онкологии и медицинской радиологии им. Н.Н. Александрова, РНПЦ 
детской онкологии, гематологии и иммунологии и зарегистрирована в 
Республике Беларусь. 
 
5.3 Выбор референсного гена эндогенного контроля ПЦР для 
повышения надежности анализа экспрессии биомаркеров РМЖ 
 
Для количественной оценки используют метод, включающий 
анализ экспрессии гена-мишени по отношению к экспрессии контроль-
ного гена. Для нормализации данных ПЦР в режиме реального времени 
требуется контроль для измерения количества синтезируемой РНК 
[510]. Для этих целей используют гены эндогенного контроля, извест-
ные как гены «домашнего хозяйства» (англ. housekeeping genes). Ис-
пользование данных генов в качестве контроля основано на принципе, 
что эти гены равномерно (константно) экспрессируются во всех иссле-
дуемых биологических образцах, в отличие от исследуемого гена-
мишени.  
Результаты исследования выражаются как отношение экспрессии 
гена-мишени по отношению к гену эндогенного контроля.  
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Наиболее часто для эндогенного контроля при анализе экспрес-
сии генов РМЖ используют два гена: глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (GAPDH) и β-актина (ACTB). Однако установле-
но, что в некоторых исследованиях использование этих генов может 
быть неуместным, поскольку они могут быть вовлечены в сам патогенез 
заболевания [511–517]. Например, бисфосфонаты, используемые для 
ингибирования резорбции костной ткани при остеолитических метаста-
зах РМЖ, приводят к уменьшению экспрессии GAPDH в обоих клеточ-
ных линиях ткани молочной железы [518]. В то же время установлено, 
что количество белков семейства актина, β-актин в частности, может 
модулироваться при опухолях [519], особенно в процессах реорганиза-
ции цитоскелета при миграции и инвазии. 
В настоящее время признано, что универсальный, неизменно 
экспрессирующийся ген вряд ли существует [520] и, может, не суще-
ствует даже в рамках отдельных тканевых или клеточных популяций. 
В качестве кандидатов рефернсного гена были выбраны наибо-
лее устойчивые гены из одиннадцати обычно используемых для этих 
целей кандидатов: GAPDH, TFRC, ABL, PPIA, HPRT1, RPLP0, B2M, 
GUSB, MRPL19, PUM1, PSMC4. В качестве гена-мишени для количе-
ственного определения экспрессии при помощи ПЦР в режиме реально-
го времени гена в ткани первичной карциномы молочной железы был 
выбран ген рецептора эстрогена альфа (ESR1). Для исследования были 
использованы 24 образца тканей опухолей молочной железы. По гисто-
логическому строению образцы были представлены как доброкаче-
ственные опухоли – фиброаденомы (n=5) и злокачественные первичные 
инвазивные карциномы (п=19) (таблица 5.3). 
 
Таблица 5.3. – Патогистологическая характеристика образцов карцино-
мы молочной железы, используемых для определения рефернсного гена  
 




протоковый рак 15 79 
дольковый рак  3 16 
слизистый рак 1 5 
Молекулярный 
подтип 
люминальный А 10 53 
люминальный Б HER2 экспрессирующий 3 15,5 
люминальный Б HER2 неэкспрессирующий 1 4,5 
базальный триждынегативный 3 16 
HER2-neu гиперэксперссирующий 2 11 
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Для сравнительного калибратора были использованы образцы 
РНК, выделенные из нормальных тканей молочной железы (n=2), полу-
ченные в ходе выполнения редукционной маммопластики. 
После удаления образцы тканей были немедленно мгновенно за-
морожены в жидком азоте и сохранены при температуре –80 °С до экс-
тракции РНК.  
Все гены конститутивно экспрессируются в ткани при РМЖ, и 
все они имеют независимые клеточные функции, которые независимо 
друг от друга регулируются (таблица 5.4).  
 
Таблица 5.4. – Характеристика тестируемых генов-кандидатов  





Название гена (англ.)  Молекулярная функция 
ABL Abelson murine leukaemia viral 1 
Не рецепторная прото-
ин-тирозинкиназа 









GUSB Glucuronidase, beta Галактозидаза  
HPRT1  
Hypoxanthine guanine phosphoribosyl 
transferase 1 
Гликозилтрансфераза  
MRPL19  Mitochondrial ribosomal protein L19 Биосинтез белка 
PPIA  Peptidylprolyl isomerase A Изомераза  
PSMC4  Proteasome 26S subunit, ATPase, 4 Протеаза, гидролаза 
PUM1  Pumilio, Drosophila, homolog of, 1 
Связывание РНК, регу-
ляция трансляции 
RPLP0  Ribosomal protein, large, P0  Биосинтез белка  
TFRC  Transferrin receptor Рецептор ионов 




Все оборудование и инструменты были откалиброваны перед 
использованием. Доброкачественные и злокачественные образцы были 
гомогенизированы отдельно, но в тот же день. Все РНК экстрагировали 
с использованием одного и того же протокола и одних и тех же реаген-
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тов одной партии. Опухолевую ткань (50–100 мг) гомогенизировали в 1 
мл лизирующего реагента (VL-Diagnostics, Германия) с помощью 
настольного гомогенизатора (Polytron PT1600E, Kinematica AG, Littau-
Luzem, Швейцария). Общую РНК выделяли из гомогенизированной 
ткани молочной железы с использованием реагентов LIPSGENE (VL-
Diagnostics, Германия) в соответствии с инструкцией производителя. 
РНК элюировали в 60 мкл нуклеазы без воды и хранили при температу-
ре –80 °С. 
Синтез кДНК осуществляли с использованием обратной тран-
скриптазы (VL-Diagnostics, Германия) и случайных праймеров (VL-
Diagnostics, Германия), с обязательным включением отрицательного 
контроля. Полученные образцы хранили при температуре –20 °C до 
дальнейшего использования. Количественная ПЦР в режиме реального 
времени для анализа экспрессии 11 генов-кандидатов на эндогенный 
контроль выполнялась по стандартной методике с использованием реа-
гентов LIPSGENE (VL-Diagnostics, Германия). 
Каждый ген был протестирован в трех пробах.  
Эффективность ПЦР-амплификации (Е) для каждого анализа 
рассчитывали, используя полулогарифмическую регрессию участка Ct 
по отношению к кДНК (10-кратное разведение серии из пяти точек) по 
формуле: 
 
Е=(10-1/наклон кривой –1)×100 
 
Был применен порог выше10% и ниже 100%-ной эффективности 
ПЦР-амплификации. Эффективность амплификации варьировала от 
90,9% для TFRC 107,7% по MRPL19. 
Базовый (3–15 циклов) и средний пороговый циклы (Ct) были ав-
томатически рассчитаны с использованием ABI PRISM SDS Software 
(версия 1.2.3). Значение Ct определяется как количество циклов ПЦР, 
при котором генерируется флуоресцентный сигнал от амплификации 
гена-мишени в образце и увеличивается до порогового значения в 10 раз 
по отношению к стандарту и обратно пропорциональна исходному ко-
личеству кДНК-мишени. Результаты Ct были количественно преобразо-
ваны по отношению к нормали (QRel.) с поправкой на эффективность 
ПЦР-амплификации (E) по следующей формуле: 
 
QRel  = E
-ΔCt, где  
 
ΔCt = Ct тестируемого образца – Ct калибратора. 
 
Чтобы вычислить экспрессию ESR1 по отношению к эндогенно-
му контролю, был использован метод ΔΔCt, где  
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ΔΔCt=(Ct целевого гена исследуемого образца – Ct эндогенного 
контроля исследуемого образца) – (Ct гена-мишени калибровочного об-
разца – Ct эндогенного контроля калибровочного образца).  
Изменение экспрессии генов между группами было рассчитано 
как E-ΔΔCt±s.e.m., где экспрессия гена-мишени нормализовали с ис-
пользованием более чем одного эндогенного контроля. Оценка измене-
ний была рассчитана с использованием показателя среднего квадратич-
ного отклонения и средней ошибки экспрессии [521]. 
Стабильность гена-кандидата для эндогенного контроля оцени-
вали с использованием двух статистических моделей, специально раз-
работанных для этих целей geNorm [521, 522, 523]. 
Для каждого гена-кандидата для эндогенного контроля были по-
лучены средние значения Ct. Значения Ct колебались от 19,13±0,21 для 
В2М до 26,48±0,15 для MRPL19. Ген MRPL19 показал самый узкий 
диапазон вместе с геном PPIA. Все гены-кандидаты по уровню экспрес-
сии были разделены на две категории: те, которые экспрессируются на 
высоком уровне со средними значениями Ct 19–20 (В2М, RPLP0, 
GAPDH, PPIA), и гены с умеренной экспрессией со средними значения-
ми Ct 23–26 (PSMC4, ABL, GUSB, TFRC, PUM1, HPRT1 и MRPL19). 
Ген-мишень ESR1 показал широкий диапазон значений Ct 10,35 с раз-
бросом 1,10–27,45. Средние значения Ct генов-кандидатов и диапазона 
значений Ct для каждого гена приведены в таблице 5.5. 
 
Таблица 5.5. – Средние значения и диапазон значения Ct  
генов-кандидатов эндогенного контроля 
 
Тестируемый ген  Ct диапазон  Ct Min  Ct Max  Mean Ct ± s.e.m. 
MRPL19  4,06 24,79 28,84 26,48 ± 0.15 
PPIA 4,4 18,01 22,41 19,74 ± 0.18 
B2M  4,67 17,22 21,89 19,13 ± 0.21 
PUM1 5,06 22,38 27,44 24,78 ± 0.21 
GUS 5,19 21,37 26,55 23,94 ± 0.20 
PSMC4 5,69 20,84 26,52 23,32 ± 0.22 
ABL 5,87 21,27 27,15 23,75 ± 0.30 
TFRC 6,03 21,4 27,42 24,40 ± 0.29 
GAPDH 6,88 16,79 23,67 19,71 ± 0.25 
HPRT1 7,05 21,57 28,61 24,84 ± 0.27 
RPLPO 8,8 16,1 24,9 19,46 ± 0.33 
ESR1 10,35 17,1 27,45 21,96 ± 0.34 
 
 
Эффективность амплификации варьировала от 90,9% для TFRC 
107,7% по MRPL19 (таблица 5.6). 







Таблица 5.6. – Характеристика тестируемых генов-кандидатов эндоген-
ного контроля и гена мишени, полученная в ходе real-time ПЦР (эффек-
тивность ПЦР амплификации) 
 
Ген Площадь под кривой  
Эффективность ПЦР-
амплификации (Е) (%) 
ABL  -3,47 93,9 
B2M   -3,48 93,6 
GAPDH  -3,52  92,3 
GUSB -3,38  97,3 
HPRT1  -3,37  97,7 
MRPL19  -3,14  107,7 
PPIA  -3,38  97,3 
PSMC4  -3,38 97,6 
PUM1  -3,30  100,7 
RPLP0  -3,51  92,7 
TFRC  -3,56  90,9 
ESR1  -3,45  94,5 
 
С преобразованием значений Ct в относительные значения вели-
чины (QRel.) не было установлено различия величин экспрессии генов-
кандидатов внутреннего контроля между образцами доброкачественных 
и злокачественных опухолей (р>0,05). В то же время были показаны 
существенные различия инвариантности между генами (р=0,001), ука-
зывающие на различие в стабильности кандидатов. 
Как уже отмечалось выше, константность экспрессии генов-
кандидатов на эндогенный контроль анализировали с использованием 
двух компьютерных программ geNorm [521, 522] и NormFinder [523]. 
Софт GeNorm использует парное сравнение. Он попарно рассчи-
тывает меру стабильности гена (М) каждого гена исходя из средней ва-
риации всех протестированных генов. Гены с самыми низкими значени-
ями M демонстрируют наиболее стабильную экспрессию. В таблице 5.7 
приведены все значения М для всех тестируемых генов.  
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Таблица 5.7. – Значения меры стабильности  





Ген  Стабильность гена (М) Ген  Стабильность гена 
1. MRPL19  0,105  ABL 1,116 
2. ABL 0,119  MRPL19  1,134 
3. B2M  0,169  GAPDH  1,240 
4. GAPDH  0,176  PUM1  1,275 
5. PUM1  0,222  B2M  1,305 
6. HPRT1  0,233  HPRT1  1,357 
7. TFRC  0,236  PSMC4  1,419 
8. PSMC4  0,247  TFRC  1,437 
9. GUSB  0,268  RPLPO  1,549 
10. RPLPО  0,295  GUSB  1,568 
11. PPIA  0,413  PPIA 2,070 
 
 
Восемь из одиннадцати анализируемых генов: ABL, MRPL19, 
GAPDH, PUM1, B2M, HPRT1, PSMC4 и TFRC, показали значений М 
меньше установленного по умолчанию порогового уровня (1,5) geNorm.   
Три оставшихся гена (RPLPО, GUSB и PPIA) показали М значе-
ния больше порогового. 
При дальнейших расчетах в ступенчатой прогрессии geNorm 
определил пару наиболее стабильно экспрессируемых генов и соответ-
ственно пару наименее стабильную. MRPL19 и ABL были идентифици-
рованы как наиболее стабильная ген-пара, а PPIA и GUSB соответ-
ственно исключены из анализа на основе показателя нестабильности. 
Используя стратегию нормализации, GeNorm [522] также вычис-
ляет коэффициент нормирования (NF), который указывает на то, что для 
эндогенного контроля необходимо использовать пять из шести наиболее 
стабильных генов, т.е. MRPL19, ABL, GAPDH, PUM1 и B2M.Тем не 
менее, статистическая обработка данных не показала существенного 
влияния на относительное количество экспрессии гена-мишени ESR1, 
используя панель 5 генов (MRPL19, ABL, B2M GAPDH и PUM1), по 
сравнению с комбинацией двух генов MRPL19 и ABL (P>0,05). 
Софт NormFinder [523] использует комбинированную оценку ва-
риации внутри группы и позволяет определить наиболее стабильно экс-
прессирующийся ген-кандидат эндогенного контроля, а также наиболее 
стабильную пару генов. В таблице 3.6 приведено ранжирование канди-
датов.  
Как и geNorm, NormFinder определил MRPL19 и ABL как наибо-
лее стабильную пару генов, а MRLP19 – в качестве одного из самых 
стабильных генов. 
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Как отмечалось ранее, различия в экспрессии гена эндогенного 
контроля в конечном итоге сказываются на относительном показателе 
экспрессии гена-мишени, а соответственно на истинности результата. 
Регрессионный анализ показал существенную отрицательную 
линейную зависимость между относительными количествами (QRel.) ге-
на-мишени ESR1 и двумя широко используемыми эндогенными кон-
тролями – TFRC и HPRT1: 
 
(TFRC=0,079–0,272 ESR1; R2=0,18; p<0,05) и HPRT1 (HPRT1= - 
0,202 - 0,386 ESR1; R2=0,35; р=0,001).  
 
Кроме того установлена значительная линейная зависимость 
между значениями QRel генов ESR1 и PPIA  
 
PPIA=0,037+0,290 ESR1; R2=0,21; р=0,012. 
 
Никакой связи между ESR1 и генами MRPL19 или ABL не было 
установлено (р>0,05). 
Однако следует отметить, что относительная величина ESR1 не 
зависела от выбора эндогенного контроля (р>0,05), вероятно, связанно-
го с большим изменением экспрессии ESR1, сравнимой с любым геном 
эндогенного контроля. Тем не менее, было существенное влияние выбо-
ра контрольного гена на оценку ошибки, связанной с относительной 
экспрессией гена (р<0,05). Величина ошибки была значительно ниже 
при использовании MRL19 и ABL в качестве комбинированного эндо-
генного контроля по сравнению с использованием В2М, GAPDH, 
GUSB, HPRT1, PSMC4, PPIA, PUM1, RPLP0 и TFRC.  
В итоге было доказано значительное увеличение относительного 
количества ESR1 в злокачественных опухолях по сравнению с доброка-
чественными опухолями молочной железы и по сравнению с нормаль-
ной тканью молочной железы (р<0,01). 
В качестве эндогенного контроля (референсного гена) для РТ–
ПЦР в режиме реального времени для дальнейших исследований был 
определен ген с-ABL. 
 
5.4 Клиническая апробация оценки экспрессии генов сурви-
вина BIRC5 и HER2-neu в замороженных биоптатах методом ОТ–
ПЦР в режиме реального времени с использованием разработанных 
оригинальных тест-систем 
 
При помощи ОТ–ПЦР в режиме реального времени исследована 
экспрессия гена сурвивина в 32 образцах первичной инвазивной прото-
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ковой карциномы молочной железы, в 3 образцах доброкачественной 
опухоли – фиброаденомы молочной железы. 
В первичной карциноме молочной железы определялась высокая 
экспрессия гена сурвивина во всех 32 образцах различного уровня:     
min – 1,53, max – 30,40). В образцах доброкачественной опухоли в экс-
прессия сурвивина не определялась.  
В первичной карциноме молочной железы определялась экс-
прессия гена рецептора фактора эпидермального роста во всех 32 об-
разцах. Однако уровень экспрессии варьировал: от min 0,01 до max 28,6.  
Была установлена положительная умеренная корреляционная 
связь между экспрессией генов BIRC5 и HER2-neu (r=0,155), однако 
данные статистически не достоверны (р=0,396).  
Сводные данные приведены в таблице 5.8 и рисунке 5.1. 
 
Таблица 5.8. – Показатели уровня нормализованной экспрессии генов  




Интересные данные получены при сравнении экспрессии гена        
HER2-neu, определяемой в опухолевой ткани карциномы молочной же-
лезы, разработанной тест-системой методом ОТ–ПЦР, и экспрессии он-
копротеина HER2-neu, определяемой методом ИГХ, а также сопостав-




Ген  Показатели  
Mедиана Min Мax LQ UQ 
BIRC5 
1,530 0,017 30,40 0,396 4,115 
HER2-neu 
0,850 0,010 28,60 0,300 2,150 


























Рисунок 5.1. – Показатели уровня нормализованной экспрессии генов BIRC5 и 
HER2-neu в биоптатах опухолевой ткани карциномы молочной железы (n=32) 
 
Установлена слабая корреляционная связь между уровнем экс-
прессии гена HER2-neu, определяемого ПЦР, и экспрессии онкопротеи-
на HER2-neu, определяемого ИГХ (r=0,229), однако данные также ста-
тистически не достоверны (р=0,096). Отсутствие четкой корреляцион-
ной связи между уровнем экспрессии гена HER2-neu, определяемого 
ПЦР, и экспрессии онкопротеина HER2-neu, определяемого ИГХ можно 
объяснить тем, что для ПЦР необходимо брать для исследования уча-
сток опухоли непосредственно с инвазивным компонентом и оценивать 
мРНК HER2-neu именно в нем. В настоящем исследовании данный мо-
мент не учитывался. 
Сводные данные показателей экспрессии генов BIRC5 и HER2-
neu, онкопротеина HER2-neu и результатов FISH исследования приве-
дены в таблице 5.9. 
Клиническая апробация разработанных тест-систем доказала их 
работоспособность и возможность использования для дальнейших ис-
следований, в том числе и для идентификации ЦОК после их обогаще-
ния и изоляции из периферической крови и костного мозга. 
 
 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 
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Таблица 5.9. – Экспрессия генов BIRC5 и HER2-neu, онкопротеина 
HER2-neu и результаты FISH исследования опухолевой ткани карцино-



















1 0,059 14,1 0 нет 
2 1,805 2,5 0 нет 
3 1,49 0,4 0 отсутствие 
4 0,036 0,4 0 отсутствие 
5 0,017 7,5 2 нет 
6 0,125 0,5 2 нет 
7 0,396 0,1 0 нет 
8 0,03 0,6 0 нет 
9 2,873 0,9 0 нет 
10 13,5 1,3 0 нет 
11 0,024 1,3 2 наличие 
12 30,4 28,6 2 наличие 
13 14,2 3,7 2 неличие  
14 1,469 5,1 2 наличие 
15 1,662 0,1 0 нет 
16 1,032 0,1 0 нет 
17 4,115 0,2 2 отсутствие 
18 1,49 0,3 2 отсутствие 
19 1,56 0,8 2 отсутствие 
20 1,745 0,8 2 отсутствие 
21 15,1 0,6 2 отсутствие 
22 0,125 1,4 2 отсутствие 
23 0,396 7,9 3 наличие 
24 1,5 3,6 3 наличие 
25 2,873 0,01 1 нет 
26 13,5 0,06 1 нет 
27 4,115 0,3 1 нет 
28 30,4 0,08 1 нет 
29 14,2 1,8 0 нет 
30 1,469 0,9 0 нет 
31 1,662 0,9 1 нет 
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5.5 Сравнительная оценка современных технологий обога-
щения и изоляции ЦОК при первичном неметастатическом РМЖ, 
их молекулярно-генетическая характеристика 
 
Несмотря на многочисленные методы выявления ЦОК в пери-
ферической крови, возникает основной вопрос: дают ли эти диагно-
стикумы одинаковые данные при анализе одних и тех же клинических 
образцов? 
В настоящее время на территории Республики Беларусь и Рос-
сийской Федерации имеется коммерчески доступный метод молекуляр-
но-генетического анализа, AdnaTestBreastCancer™ (AdnaGen AG, 
Langenhagen, Germany) основанный на изоляции ЦОК иммуномагнит-
ными гранулами, меченными антителами против MUC-1 и молекулы 
адгезии эпителиальных клеток (EpCAM) с последующей ОТ–ПЦР для 
GA 733-2, MUC1, HER-2 и бета-актина. 
В 2016 году в Республике Беларусь были зарегистрированы тест-
системы отечественного производства для анализа экспрессии генов 
Her2-neu, BIRC5/сурвивин и с-ABL cДНК транскрипции методом 
REAL-TIME ПЦР (ООО СИВитал, Беларусь). Для анализа экспрессии 
таргетных генов используются образцы периферической крови, которые 
предполагают обогащение и выделение ЦОК с использованием уни-
кальной технологии экспресс-выделения опухолевых клеток на основе 
ковалентно-связанных антител для CD326 (EpCAM) на немагнитную 
полимерную матрицу крупных микросфер с последующей изоляцией 
ЦОК по размеру. 
Однако наличие различных технологических подходов к обо-
гащению, выделению, идентификации и молекулярной характеристике 
ЦОК с точки зрения рутинной процедуры при терапии РМЖ делает 
оценку последних довольно непростой [524].  
Главный вопрос заключался в том, дают ли эти два доступных 
метода молекулярно-генетического анализа сопоставимые результаты 
для одних и тех же образцов с точки зрения положительности или от-
рицательности на ЦОК, исходя из того, что способы обогащения об-
разцов и изоляции ЦОК, а также выбранные молекулярные маркеры 
различны.  
В исследование были включены 45 жительниц Витебской обла-
сти с верифицированным диагнозом «рак молочной железы сТis-4N0-
1M0» (таблица 5.10). Средний возраст женщин составил 57,1±11 лет 
(M±SD). В 28 из 45 случаев, что составило 62,2%, опухоль была пред-
ставлена инфильтрирующей протоковой карциномой, в 8 случаях из 45 
(17,8%) – инфильтрирующей дольковой карциномой, в 9 из 45 случаев 
(20%) опухоль была представлена другими морфологическими типами 
(слизистый рак и др.). В 34 из 45 случаев (75,5%) опухоль соответство-
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вала категории Т1–Т2, в остальных случаях диагностировались опухоли 
более 5 см с вовлечением в процесс окружающих тканей (кожа, грудная 
стенка). Метастатическое поражение регионарных лимфоузлов различ-
ного уровня (N1–N3) было констатировано у 21 пациентки (46,6%). Бо-
лее чем в половине случаев (55,5%) встречались опухоли средней сте-
пени злокачественности (G2). Опухоли категории GI и GIII встречались 
в 13,3% и 31,1% соответственно. Молекулярные подтипы опухолей бы-
ли определены ИГХ методом, при необходимости подтверждены FISH, 
и представлены следующим образом: люминальный А – 33,3 %, люми-
нальный Б (HER2-neu негативный) – 11,1%, люминальный Б (HER2-neu 
позитивный) – 20,0%, гиперэкспрессирующий HER2-neu – 15,6%, трой-
ной негативный – 20,0%.  
 







Т T1–T2 34 (76%) 
T3–T4 11 (24%) 
N N0 24 (53%) 
N1–3 21 (47%) 
Гистологическое стро-
ение 
протоковая карцинома 28 (62%) 
дольковая карцинома 8 (18%) 
муцинозная карцинома  и др. 9 (20%) 
Степень дифференци-
ровки 
G1 6 (13%) 
G2 25 (56%) 
G3 14 (31%) 
Молекулярно-
биологический подтип 
люминальный А 15 (33%) 
люминальный Б (HER2-neu негативный) 5 (11%) 
люминальный Б (HER2-neu позитивный) 9 (20%) 
гиперэкспрессирующий HER2-neu 7 (16%) 
тройной негативный 9 (20%) 
 
Было проанализировано 45 парных образцов периферической 
крови. Кровь в объеме по 5 мл забиралась в 2 стерильные вакуумные 
пробирки с К2ЭДТА, у всех пациенток с верифицированным диагнозом 
«рак молочной железы сТis-4N0-1M0» до начала специального лечения. 
Образцы обрабатывались немедленно или не позднее чем через четыре 
часа после взятия крови при условии их хранения при 4 °C до исследо-
вания.  
Для того чтобы получить более точное сравнение, было прове-
дено парное исследование (рисунок 5.2), чтобы исключить все ошибки 
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в доаналитических переменных, такие как изоляция образцов, объем 
выборки, логистика и условия хранения, а также важные аналитиче-
ские переменные, такие как методология обогащения и изоляции ЦОК, 
выделение РНК и стадии синтеза кДНК. 
Первая технология предполагает обогащение и выделение ЦОК с 
использованием уникальной технологии экспресс-выделения опухоле-
вых клеток из цельной крови на основе ковалентно-связанных антител 
для CD326 (EpCAM) на немагнитную полимерную матрицу крупных 
микросфер с последующей изоляцией ЦОК по размеру («Методика 1»). 
Дальнейшее выделение мРНК из обогащенных лизированных клеток, а 
также синтез кДНК проводились в соответствии с инструкциями произ-
водителя (ООО СИВитал, Беларусь). 
Вторая технология, коммерциализируемая как 
AdnaTestBreastCancerSelect (AdnaGen AG, Langenhagen, Germany), поз-
воляет получить необходимые образцы с использованием технологии 
иммуномагнитного обогащения опухолевых клеток через эпителиаль-
ные и связанные с опухолью антигены, в частности антител против 
MUC-1 и GA733-2 (EpCAM). Меченые клетки экстрагировали магнит-
ным концентратором частиц («Методика 2»). Впоследствии выделение 
мРНК из обогащенных лизированных клеток, а также синтез кДНК про-
водились в соответствии с инструкциями производителя. Реакции об-
ратной транскрипции и ПЦР в обоих случаях ставили, используя набо-
ры указанных производителей и необходимого оборудования (BioRad, 
США). Полученную в результате как первой так и второй методики 
кДНК исследовали двумя разными тест-системами (рисунок 5.2). 
Набор реагентов для определения генной экспрессии в обога-
щенных раковых клетках «AdnaTestBreastCancerDetect» (AdnaGen AG, 
Langenhagen, Germany) позволяет амплифицировать участки трех опу-
холеассоциированных антигенов (HER2-neu, GA733-2, Muc-1) и участок 
гена актина в качестве внутреннего контроля. Тест-системы для анализа 
экспрессии генов HER2-neu и BIRC5/сурвивин кДНК транскрипции ме-
тодом REAL-TIME ПЦР (ООО СИВитал, Беларусь) позволяют ампли-
фицировать участки одного опухолеассоциированного гена рецептора 
эпидермального фактора роста HER2-neu, и участок опухолеспецифиче-
ского антиапоптотического гена сурвивинаBIRC5. В качестве рефе-
ренсного гена используется ген c-ABL 
Положительными ЦОК образцами в обоих методиках считаются 
образцы, в которых экспрессируется один из таргетных генов и рефе-
ренсный ген. Обе методики подразумевают количественную оценку 
нормализованной экспрессии генов. 
В качестве контроля использовались образцы периферической 
крови 20 здоровых женщин.  
 











Рисунок 5.2. – Дизайн исследования 
 
 
Учитывая небольшую выборку для статистической обработки 
данных, применяли точный тест Фишера. Для оценки согласия меж-
ду двумя методами молекулярно-генетического анализа ЦОК ис-
пользовали тест Каппы. 
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Анализируя кДНК, полученную в ходе использования техноло-
гии обогащения и выделения ЦОК по «Методике 1» при помощи тест-
систем двух разных производителей, были получены следующие дан-
ные (таблица 5.11).  
 
Таблица 5.11. – Частота выявления генетических маркеров ЦОК  
по «Методике 1» 
Частота выявления генетических маркеров 
Тест-системы для анализа экспрессии генов 
HER2-neu и BIRC5/сурвивин кДНК тран-
скрипции методом REAL-TIME ПЦР (ООО 
СИВитал, Беларусь)  
AdnaTestBreastCancerDetect (Adna 
Gen AG, Langenhagen, Germany)   
Генетический маркер N % Генетический маркер  n % 
HER2/NEU 21 47% Her2-neu 12 27% 
BIRC5 15 33% 
GA 733-2 9 20% 
MUC-1 11 24% 
c-ABL 29 64% b-Act 26 58% 
ЦОК положительные образцы 23 51% 
ЦОК положительные 
образцы 18 40% 
 
С использованием тест-системы производства ООО СИВитал в 
29 пробах (что составило 64%, из 45 обогащенных образцов) была за-
фиксирована экспрессия референсного гена «домашнего хозяйства» c-
АBL. В 23 пробах, что составило 51%, определялась экспрессия таргет-
ных генов и гена «домашнего хозяйства». В 6 образцах (13%) определя-
лась экспрессия только гена с-ABL. Экспрессия гена BIRC5 определя-
лась в 15 пробах (33%), экспрессия гена HER2-neu зафиксирована в об-
разцах 21 женщины (47%). Одновременная экспрессия таргетных генов 
определена в 13 образцах (28,8%). 
Применяя тест-систему AdnaTestBreastCancerDetect, в 26 пробах 
(что составило 58%) была зафиксирована экспрессия референсного гена 
Actn. В 18 пробах, что составило 40%, определялась экспрессия таргет-
ных генов и гена «домашнего хозяйства». Экспрессия гена HER2-neu 
зафиксирована в образцах 12 женщин (27%), эпителиальных опухоле-
вых маркеров GA 733-2 и MUC-1 в 9 (20%) и 11 (24%), соответственно. 
При раннем РМЖ, где количество ЦОК, а следовательно, и 
количество транскриптов мРНК очень низкое, установлено согласие 
на 40 из 45 (88,8%; p=0,000) всех образцов, прошедших тестирование 
по «Методике 1». 
Анализируя кДНК, полученную в ходе использования техноло-
гии обогащения и выделения ЦОК по «Методике 2» при помощи тест-
систем двух разных производителей, были получены следующие дан-
ные (таблица 5.12).  




Таблица 5.12 – Частота выявления генетических  
маркеров ЦОК при использовании «Методики 2» 
 
Частота выявления генетических маркеров 
Тест-системы для анализа экспрессии генов 
HER2-neu и BIRC5/сурвивин кДНК тран-
скрипции методом REAL-TIME ПЦР (ООО 
СИВитал, Беларусь)  
AdnaTestBreastCancerDetect» (Adna 
Gen AG, Langenhagen, Germany)   
Генетический маркер N % Генетический маркер  n % 
HER2/NEU  5 11% Her2-neu 5 11% 
BIRC5 7 16% 
GA 733-2 2 4% 
MUC-1 3 7% 
c-ABL 10 22% b-Act 9 20% 
ЦОК положительные образцы 10 22% 
ЦОК положительные 
образцы 9 20% 
 
Так, при использовании тест-системы производства ООО СИВи-
тал (Беларусь) в 10 пробах (что составило 22%) из 45 обогащенных об-
разцов была зафиксирована экспрессия референсного гена «домашнего 
хозяйства» c-АBL. Также в этих 10 (22%) пробах определялась экспрес-
сия таргетных генов. Экспрессия гена BIRC5 определялась в 7 пробах 
(16%), экспрессия гена HER2-neu зафиксирована в образцах 5 женщин 
(11%). Одновременная экспрессия таргетных генов определена в 6 об-
разцах (13%). 
При применении тест-системы AdnaTestBreastCancerDetect 
(Germany) в 9 пробах, что составило 20%, была зафиксирована экспрес-
сия референсного гена b-Act, а также определялась одновременная экс-
прессия таргетных генов. Экспрессия гена HER2-neu зафиксирована в 
образцах 5 женщин (11%), эпителиальных опухолевых маркеров GA 
733-2 и MUC-1 в 2 (4%) и 3 (7%) соответственно. Установлено согла-
сие на 44 из 45 (87,7%; р=0,000) всех образцов, прошедших тестиро-
вание по «Методике 2». 
При анализе согласованности двух технологий обогащения, вы-
деления и идентификации ЦОК при первичном неметастатическом 
РМЖ было получено 29 из 45 согласованных случев (64,4%). 
HER2-neu – единственная общая мишень между AdnaTest-
BreastCancer™ и тест-системой производства ООО СИВитал, однако 
в них используются различные праймеры, нацеленные на совершен-
но разные области последовательностей таргетного гена рецептора 
эпидермального фактора роста. 
Что касается экспрессии HER2-neu в ЦОК, то результатив-
ность диагностики зависела напрямую от технологии обогащения и 
выделения ЦОК в зависимости от «Методики 1» или «Методики 2». 
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Так, например, при использовании «Методики 1», между ОТ–ПЦР 
ООО СИВитал и AdnaTest не было достоверной корреляции 
(р=0,567), так как было найдено 9 образцов, которые были обнару-
жены положительно для HER2-neu в ЦОК с помощью ОТ–ПЦР ана-
лиза ООО СИВитал, но отрицательно с помощью AdnaTest.  
Напротив, при использовании «Методики 2», между ОТ–ПЦР 
ООО СИВитал и AdnaTestбыла зафиксирована достоверная корре-
ляция (р=0,000), так как было найдено 5 образцов, которые были по-
ложительны для HER2-neu в ЦОК по двум тест-системам.  
В группе контроля из 20 здоровых женщин не было зафикси-
ровано ни одного ЦОК положительного образца как ни по одному из 
таргетных генов, так и по генам «домашнего хозяйства». 
Суммируя данные, можно констатировать, что использование 
технологии экспресс-выделения ЦОК на основе ковалентно-связанных 
антител для CD326 (EpCAM) на немагнитную полимерную матрицу 
крупных микросфер с последующей изоляцией ЦОК по размеру, выде-
ления мРНК, синтеза кДНК, и детекцию ЦОК по экспрессии генов 
HER2-neu и BIRC5/сурвивин (ООО СИВитал, Беларусь) достоверно в 
2,55 раза чаще (23 (51%) против 9 (20%)) выявляла субстрат метастазов 
ЦОК в парных образцах периферической крови, чем коммерчески до-
ступная технология иммуномагнитного обогащения ЦОК через эпите-
лиальные и связанные с опухолью антигены против MUC-1 и GA733-2 
(EpCAM) с последующей сепарацией меченых ЦОК магнитным кон-
центратором частиц, выделением мРНК, синтезом кДНК и детекцией 




Несмотря на то что большинство анализов ЦОК являются высо-
коспецифичными и чувствительными, к настоящему времени проведено 
не так много исследований, специально направленных на сравнения их 
эффективности при использовании одних и тех же клинических образ-
цов. Это серьезная проблема для возможного их клинического приме-
нения, поскольку различия в аналитической чувствительности между 
ними играют очень важную роль, особенно при раннем неметастатиче-
ском РМЖ. Среди рекомендаций, описанных в недавнем докладе 
AACR-FDA-NCICancerBiomarkersCollaborative, акцентируется внима-
ние на необходимости межлабораторных и внутрилабораторных срав-
нительных исследований для одних и тех же образцов [525]. 
До сих пор основной технологией, в которой проблемы контроля 
качества были изучены, является одобренная FDA система CellSearch 
[526]. В недавнем сравнительном исследовании между анализом Cell-
Search и AdnaTestBreastCancer™ согласованные результаты на положи-
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тельность образцов по HER2-neu были получены только у 50% пациен-
тов. Результаты исследования DETECT, предназначенного для прямого 
сравнения прогностической ценности двух коммерчески доступных 
тест-систем для анализирования ЦОК при метастатическом РМЖ, пока-
зали, что прогностическая релевантность обнаружения ЦОК зависит от 
метода тестирования и что анализ CellSearch превосходит AdnaTest-
BreastCancer ™ при прогнозировании клинического исхода [527]. Одна-
ко другое исследование показало, что AdnaTestBreastCancer™ имеет эк-
вивалентную чувствительность к таковой CellSearch при обнаружении 
двух или более ЦОК [528]. Более того, недавние исследования, особен-
но при раннем РМЖ, также показали превосходную чувствительность 
молекулярных анализов по отношению к CellSearch [529]. В большин-
стве этих сравнительных исследований расхождения, обнаруженные 
между различными анализами, частично объяснялись тем, что в этих 
молекулярных анализах использовались разные технологии обогащения 
и изоляции ЦОК и очень разные системы обнаружения последних. 
В настоящем исследовании проведен сравнительный анализ двух 
технологий молекулярно-генетического анализа для обнаружения и мо-
лекулярной характеристики ЦОК. Ценность данного исследования, на 
наш взгляд, заключается в том, что был проведен перекрестный анализ 
одних и тех же образцов периферической крови с применением различ-
ных технологий обогащения, изоляции и детекции ЦОК после исключе-
ния всех ошибок в преданалитических переменных, таких как изоляция 
образца, объем образца, условия хранения, а также важные аналитиче-
ские переменные, такие как методология выделения ЦОК, выделение 
мРНК и стадии приготовления кДНК [529]. Таким образом, мы оценили 
влияние использования различных методов выделения и молекулярных 
транскриптов на обнаружение ЦОК. 
Важно отметить, что когда одна и та же мишень (HER2-neu) 
была обнаружена в одних и тех же кДНК с другим набором прайме-
ров, нацеленных на разные области в последовательности гена и с 
помощью разных систем обнаружения, то результаты достоверно не 
коррелировали. Тем не менее, было достигнуто согласие между ре-
зультатами в 64,4% случаев раннего неметастатического РМЖ.  
Однако, как показывают данные настоящего исследования, 
использование технологии экспресс-выделения ЦОК на основе кова-
лентно-связанных антител для CD326 (EpCAM) на немагнитную поли-
мерную матрицу крупных микросфер с последующей изоляцией ЦОК 
по размеру и детекция ЦОК по экспрессии генов HER2-neu и 
BIRC5/сурвивин) достоверно в 2,55 раза чаще (23 (51%) против 9 (20%)) 
выявляла субстрат метастазов – ЦОК в парных образцах перифериче-
ской крови, чем коммерчески доступная технология иммуномагнитного 
обогащения ЦОК через эпителиальные и связанные с опухолью антиге-
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ны против MUC-1 и GA733-2 (EpCAM) с последующей сепарацией ме-
ченых ЦОК магнитным концентратором частиц и детекцией ЦОК по 
экспрессии генов Her2-neu, GA733-2 и MUC-1. Данное расхождение 
можно объяснить тем, что все же использование иммуномагнитного 
способа обогащения является более «агрессивным» методом выделения 
ЦОК, приводящим к их преждевременному повреждению и разруше-
нию, что, в свою очередь, имеет следствием уменьшение количества 
жизнеспособных ЦОК, пригодных для дальнейших этапов анализа (ли-
зис, выделение мРНК, синтез кДНК). 
Данное исследование также подтверждает теорию чрезвычай-
ной гетерогенности ЦОК и наличия в их популяции клеток на этапе 
ЭМП. Подавление апоптоза – это завершающая стадия ЭМП, а 
наличие в образцах клеток, экспрессирующих антиапоптотический 
ген BIRC5 сурвивин, является подтверждением этого явления.  
Недавно осуществленный генетический анализ парных образ-
цов из первичных опухолей и диссеминированных опухолевых кле-
ток в костном мозге выявил генетическое несоответствие, ставя под 
сомнение использование первичных опухолей в качестве исходного 
материала для системного генетического анализа раковой опухоли 
[530]. В эпоху использования молекулярных методов лечения, осно-
ванных на установлении генетических дефектов опухолевых клеток, 
полученные данные раскрывают новые возможности их применения 
в клинической практике. Описанные молекулярно-генетические ис-
следования являются высокопроизводительными, надежными, чув-
ствительными и высокоспецифичными для молекулярной характе-
ристики ЦОК. Полученные данные указывают на важность понима-
ния гетерогенности ЦОК при их обнаружении с помощью различ-
ных технологий исследования. Кроме того, наиболее важным аспек-
том для всех предлагаемых технологий, разработанных для выявле-
ния ЦОК, является их клиническая значимость [531]. 
 




ЭКСПРЕССИЯ ПРОДУКТА ГЕНА BIRC5 
АНТИАПОПТОТИЧЕСКОГО ПРОТЕИНА СУРВИВИНА В 
БИОПТАТАХ ПЕРВИЧНОЙ КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ 
 
6.1 Экспрессия антиапоптотического протеина сурвивина в 
первичной карциноме молочной железы 
 
В 67 образцах первичной карциномы молочной железы при по-
мощи ИГХ была оценена экспрессия протеина сурвивина в первичной 
карциноме молочной железы. Учитывая тот факт, что в настоящее вре-
мя отсутствуют критерии оценки данного показателя в отношении сур-
вивина, как, например, для рецептора эпидермального фактора роста 
Her2-neu, оценка экспрессии таргетного антигена проводилась по прин-
ципу да/нет, т.е. имеется экспрессия данного протеина в клетках или 
нет. 
Экспрессия сурвивина определялась в 47 образцах карциномы 




Рисунок 6.1. – Экспрессия белка сурвивина в ткани карциномы молочной же-
лезы 
Клинико-анатомическая характеристика опухолевого процесса, а 
также патоморфологическая характеристика образцов первичных кар-
цином, в которых иммуногистохимически определялась экспрессия ан-
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тиапоптотического протеина сурвивина, представлена в таблицах 6.1 и 
6.2 соответственно. 
Таблица 6.1. – Клинико-анатомическая характеристика первичных кар-
цином молочной железы, экспрессирующих сурвивин (n=67) 
 
Клиническая характеристика опухоли 
Клинический признак Варианты Значения 
абс. % 
Сторона Левая 25 53,2 
Правая 22 46,8 
Локализация Центральная  3 6,4 
Верхне-внутренний квадрант 8 17,0 
Нижне-внутренний квадрант 3 6,4 
Верхне-наружный квадрант 26 55,3 
Нижне-наружный квадрант 4 8,5 
Мультицентрической рост 3 6,4 
T 1 21 44,7 
2 24 51,1 
3 2 4,3 
N 0 20 42,6 
1 20 42,6 
2 2 4,3 
3 5 10,6 
Стадия I 12 25,5 
IIA 16 34,0 
IIB 12 25,5 
IIIA 2 4,3 
IIIC 5 10,6 
 
При анализе клинико-анатомических характеристик опухоли и 
экспрессии сурвивина в опухолевой ткани каких-либо статистически 
значимых зависимостей и корреляций выявлено не было.  
Наибольший интерес представляет изучение экспрессии сурвиви-
на в сравнении с известными прогностическими маркерами, определяе-
мыми в опухолевой ткани, главным образом такими, как гистологиче-
ский тип опухоли, молекулярно-биологический подтип опухоли, сте-
пень дифференцировки, лимфовенозная стромальная инвазия, индекс 
пролиферативной активности и др. (таблица 6.2). 




Таблица 6.2. – Патоморфологическая характеристика первичных карци-
ном молочной железы, экспрессирующих сурвивин (n=67) 
 
Патоморфологическая характеристика опухоли 




тубулярная карцинома 1 2,1 
медулярная карцинома 1 2,1 
муцинозная карцинома 2 4,3 
неспецифическая карцинома 1 2,1 
дольковая карцинома 8 17,0 
протоковая карцинома 34 72,3 
Степень дифференциров-
ки 
G1 2 4,3 
G2 23 48,9 
G3 22 46,8 
Лимфовенозная стро-
мальная инвазия  
LVSI+ 41 87,2 
LVSI- 6 12,8 
Молекулярно-
биологический подтип 
люминальный А 24 51,1 
люминальный Б HER2- 11 23,4 









Ki 67 >15% 19 40,4 
<15% 28 59,6 
 
Из представленных в таблице 6.2 данных видно, что экспрессия 
антиапоптотического белка сурвивина определялась наиболее часто в 
протоковой карциноме средней и высокой степени злокачественности, 
главным образом, сочеталась с лимфовенозной стромальной инвазией.  
Следует отметить, что экспрессия белка сурвивина коррелирова-
ла с экспрессией рецептора эпидермального фактора роста HER2-neu. 
Наиболее часто сурвивин экспрессировался в опухолях неэкспрессиру-
ющих HER2-neu (r=0,113, p>0,05).  
Интересной является полученная информация о взаимосвязи 
экспрессии сувивина и индекса пролиферативной активности Ki67. Так, 
например, в 59,6% случаев сурвивин экспрессировался в опухолях с 
низким показателем Ki 67 – меньше 15%.  
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Несмотря на то, что данные статистически не достоверны как в 
отношении экспрессии HER2-neu, так и Ki 67 (p>0,05), и корреляцион-
ная зависимость слабая, данный факт может свидетельствовать о том, 
что опухоли, экспрессирующие сурвивин, находятся в особом состоя-
нии, в стадии не активной пролиферации, но в состоянии ингибирова-
ния апоптоза. Графическое изображение сочетания экспрессии сурви-
вина и молекулярно-биологического подтипа опухоли представлено на 
рисунке 6.2. 
 
Рисунок 6.2. – Определяемая иммуногистохимическая экспрессия белка сурви-
вина в зависимости от молекулярно-биологического подтипа карциномы мо-
лочной железы 
 
Качественная оценка экспрессии белка сурвивина имеет также 
определенное значение, с точки зрения понимания функции данного 
протеина и возможных потенциальных механизмов воздействия на дан-
ный сигнальный путь. 
Так, при ИГХ установлено, что белок сурвивин экспрессировал-
ся преимущественно в цитоплазме опухолевых клеток первичной кар-
циномы молочной железы. Следует обратить внимание, что не вся опу-
холь экспрессирует данный белок, а экспрессия отмечается в ряде слу-
чаев в отдельных участках, что может свидетельствовать о гетерогенно-
сти опухолевых клеток в пределах самой опухоли. Гетерогенность опу-
холевых клеток в пределах самой опухоли является одним из важных 
моментов в патогенезе и развитии резистентности опухоли к проводи-
мой терапии. Различный фенотип опухолевых клеток в первичной опу-
холи и, главным образом, наличие клеток на этапе ЭМП и стволовых 
клонов определяют прогноз течения опухолевого процесса. 
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6.2 Экспрессия гена сурвивина BIRC5 в первичной карцино-
ме молочной железы  
 
При помощи ОТ–ПЦР в режиме реального времени исследована 
экспрессия гена сурвивина BIRC5 в 67 образцах первичной карциномы 
молочной железы. Во всех без исключения образцах опухолевой ткани 
определялась экспрессия гена BIRC5, однако уровни рассчитанной нор-
мализованной экспрессии относительно уровня экспрессии референсно-
го гена c-ABL варьировали в широком диапазоне (таблица 6.3, рисунок 
6.3). Результаты корреляционного анализа приведены в таблице 6.4. 
При анализе представленных данных установлено, что уровень 
нормализованной экспрессии гена BIRC5 достоверно умеренно корре-
лирует с экспрессией собственного продукта белка сурвивина (r=0,704, 
p<0,01) и слабо отрицательно коррелирует c экспрессией онкопротеина 
HER2-neu (r= - 0,285, p<0,05). 
 
Таблица 6.3. – Показатели нормализованной экспрессии гена BIRC5 в 
первичной карциноме молочной железы (ОТ–ПЦР) 
 
Ген Значения  
Mедиана Min Max LQ UQ 


















Рисунок 6.3. – Показатели нормализованной экспрессии гена BIRC5 в первич-
ной карциноме молочной железы (ОТ–ПЦР, n=67) 
Box & Whisker Plot













 123   
 
 
Таблица 6.4. – Корреляция нормализованной экспрессии гена BIRC5 и 
другими молекулярно-биологическими и патологоанатомическими ха-





Значение коэффициента корреляции 
Спирмена и статистическая значимость 
R P 
Экспрессия Ki67 (ИГХ) -0,038913 0,754 
Экспрессия HER2-neu (ИГХ) -0,285245 0,019 
Экспрессия survivin (ИГХ) 0,704108 0,000 
Экспрессия ER (ИГХ) -0,149550 0,227 
Экспрессия PgR (ИГХ) -0,031379 0,800 
BIRC5 и HER2-neu (ПЦР) -0,153308 0,215 
T (tumor size) 0,129916 0,294 
N (nodules number) 0,218674 0,075 
G (greid) 0,004557 0,970 
LVSI 0,018127 0,884 
 
6.3 Экспрессия гена HER2-neu рецептора эпидермального 
фактора роста в первичной карциноме молочной железы  
 
При помощи ОТ–ПЦР в режиме реального времени исследована 
экспрессия гена HER2-neu рецептора эпидермального фактора роста в          
67 образцах первичной карциномы молочной железы. Во всех образцах 
опухолевой ткани определялась экспрессия гена HER2-neu, однако 
уровни нормализованной экспрессии, рассчитанной относительно уров-
ня экспрессии гена «домашнего хозяйства» c-ABL, варьировали в ши-
роком диапазоне (таблица 6.5, рисунок 6.6).  
При анализе представленных данных установлено, что уровень 
нормализованной экспрессии гена рецептора эпидермального фактора 
роста HER2-neu достоверно слабо коррелирует с нормализованной экс-
прессией гена сурвивина BIRC5 (r=0,179, p<0,05). С другими молеку-
лярно-биологическими и патологоанатомическими характеристиками 
первичной карциномы молочной железы не установлено. Результаты 
корреляционного анализа приведены в таблице 6.6. 
 
 
Таблица 6.5. – Показатели нормализованной экспрессии гена HER2-neu 
в первичной карциноме молочной железы (ОТ–ПЦР) 
Ген Значения  
Mедиана Мin Мax LQ UQ 
HER2-neu 0,8 0,01 28,6 0,1 1,8 
 124   
 
 
Box & Whisker Plot





























Рисунок 6.4. – Показатели нормализованной экспрессии гена HER2/NEU в пер-
вичной карциноме молочной железы (ОТ–ПЦР, n=67) 
 
 
Таблица 6.6. – Корреляция нормализованной экспрессии гена HER2-neu 
и другими молекулярно-биологическими и патологоанатомическими 





Значение коэффициента корреляции Спир-
мена и статистическая значимость 
r p 
Экспрессия Ki67 (ИГХ) 0,037 0,480 
Экспрессия BIRC5 (РТ-ПЦР) 0,179 0,048 
Экспрессия survivin (ИГХ) 0,006 0,962 
Экспрессия Er (ИГХ) -0,087 0,454 
Экспрессия Pg (ИГХ) 0,093 0,760 
Экспрессия HER2-neu (ИГХ)  -0,053 0,666 
T (tumor size) 0,114 0,354 
N (nodules number) -0,227 0,064 
G (greid) 0,051 0,676 
LVSI 0,106 0,390 
 
 





Экспрессия гена сурвивина особенно выражена во время эмбри-
онального развития, а также в большинстве типов клеток опухоли, и 
редко присутствует в нормальных доброкачественных взрослых диффе-
ренцированных клетках [532].  
Tamm I. et al. показали, что уровень сурвивина был повышен во 
всех 60 различных человеческих линиях опухоли. Наивысший уровень 
экспрессии гена сурвивина был обнаружен при раке молочной железы, а 
самый низкий – при почечно-клеточном раке [533]. Белок сурвивин мо-
жет быть расценен как онкоген, поскольку его сверхэкспрессия в боль-
шинстве раковых клеток способствует их сопротивлению апоптотиче-
ским стимулам и химиотерапевтическим методам лечения, таким обра-
зом способствуя их продолжающемуся выживанию и прогрессирова-
нию. 
В литературе имеются сведения, что инактивация сурвивина в 
раковых клетках позволяет остановить формирование микроканальцев, 
что приводит к полиплоидии, а также к крупному апоптозу [534]. Еще 
одной из важных функций сурвивина является регулирование уровня 
p53. Известно, что особенностью большинства опухолей со сверхэкс-
прессией сурвивина имеет является полная потеря дикого типа p53 
[535]. В то же время исследования Mirza A. et al. доказывают, что суще-
ствует связь между уровнями сурвивина и p53. Дикий тип p53 подавлял 
экспрессию сурвивина на мРНК уровне [536] как в клетках рака легкого, 
так и в клетках РМЖ.  
При исследовании образцов крови от пациентов, страдающих ра-
ком, ученые нашли антитела, которые являются специфическими для 
сурвивина и отсутствуют у здоровых людей. Измерение уровня сурви-
вин-определенных антител в крови пациента является мониторингом 
развития опухоли, а определение экспрессии сурвивина при всех наибо-
лее распространенных злокачественных опухолях (рак легкого, толстой 
кишки, поджелудочной железы, простаты, молочной железы, сарком 
мягких тканей, Т-клеточного лейкоза) позволяет прогнозировать риск 
смерти [536]. Кроме того, исследования показали, что клетки РМЖ ги-
перэкспрессирующие ген эпидермального фактора роста HER2-neu 
имели более высокие уровни сурвивина, которые коррелировали с уве-
личенным сопротивлением таксан-вызванному апоптозу. В то же время, 
комбинация таксанов с ингибитором сурвивина привела к увеличенно-
му апоптозу в HER2-гиперэкспрессирующих клетках РМЖ, по сравне-
нию с монотерапией [537, 538]. 
 




ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ И 
ПЕРВИЧНЫЙ НЕМЕТАСТАТИЧЕСКИЙ РАК 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
 
7.1 Экспрессия генетических маркеров клеточной дифферен-
цировки и апоптоза HER2-neu и BIRC5 в ЦОК при первичном неме-
тастатическом РМЖ 
 
При исследовании периферической крови пациенток с верифи-
цированным первичным неметастатическим РМЖ утром перед опера-
тивным вмешательством экспрессия хотя бы одного таргетного гена в 
ЦОК была выявлена у 133 женщин из 192 обследованных, что состави-
ло 69,27%. Частота экспрессии таргетных генов приведена в таблице 
7.1. 
 
Таблица 7.1. – Частота обнаружения мРНК BIRC5 положительных и 
HER2-neu положительных ЦОК при первичном неметастатическом 
РМЖ 
 
Экспрессия генов BIRC5 и HER2-neu Частота  
n % 
Экспрессия генов положительная   133 69,27 
Нет экспрессии  59 30,73 
Экспрессируются 2 гена  80 41,67 
Экспрессируется один ген BIRC5  13 6,77 
Экспрессируется один ген HER2-neu 49 25,52 
 
Следует подчеркнуть, что чаще всего отмечалась экспрессия од-
новременно двух генов HER2-neu и BIRC5 в ЦОК у 80 пациенток 
(41,67%). Экспрессия только гена BIRC5 сурвивина определялась у 13 
женщин (6,77%), только гена HER2-neu – у 49 (25,5%).  
При исследовании сопоставимости групп пациенток с положи-
тельными образцами периферической крови на наличие экспрессирую-
щих BIRC5 и HER2-neu ЦОК были установлены определенные законо-
мерности (таблицы 7.2–7.3). Так, например, достоверно чаще мРНК 
BIRC5 положительных и HER2-neu положительных ЦОК обнаружива-
лись в более продвинутых стадиях и, главным образом, при наличии ме-
тастатически пораженных регионарных лимфатических узлов, причем с 
увеличением их количества частота обнаружения ЦОК увеличивалась. 
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Таблица 7.2. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК BIRC5 и HER2-neu положительных ЦОК и отсутствием 




n мРНК BIRC5 и  
HER2-neu  
положительные ЦОК 
ЦОК не  
определяются 
Р 
 абс. %  абс. % 
T 1 99 68 69 31 31 0,083 
2 83 59 71 24 29 
3 6 5 83 1 17 
4 4 1 25 3 75 
N 0 93 57 61 36 39 0,050 
1 71 56 79 15 21 
2 9 8 89 1 11 
3 19 12 63 7 37 
Стадия I 65 38 58 27 42 0,014 
IIA 62 45 73 17 27 
IIB 34 26 76 8 24 
IIIA 10 9 90 1 10 
IIIB 1 1 100 0 0 
IIIC 20 13 65 7 35 
 
 
При сопоставлении данных относительно частоты идентифика-
ции мРНК BIRC5 положительных и HER2-neu положительных ЦОК и 
морфологическими и молекулярно-биологическими характеристиками 
первичной опухоли было определено, что в данном случае изменение 
количества ЦОК положительных пациенток достоверно не зависело ни 
от гистологического строения первичной карциномы, ни от степени 
дифференцировки, наличия или отсутствия лимфовенозной стромаль-
ной инвазии.  
Отмечается некоторая большая частота детекции ЦОК при лю-
минальном Б неэкспрессирующем HER2-neu и при трижды негативном 
базальном подтипе рака. Однако данные не являются достоверными. 
Также не установлено достоверных различий в частоте идентификации 
ЦОК по таргетным генам в зависимости от других молекулярно-
биологических подтипов опухоли. 
 
 





Таблица 7.3. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК BIRC5 положительных и HER2-neu положительных ЦОК и 
отсутствием ЦОК в зависимости от морфологических и молекулярно-
биологических характеристик опухоли 
 


































 тубулярная  1 1 100 0 0 0,079 
медулярная  3 3 100 0 0 
муцинозная  5 2 40 3 60 
неспецифическая  30 20 67 10 33 
дольковая  43 28 65 15 35 







G1 5 4 80 1 20 0,080 
G2 83 57 69 26 31 





 LVSI+ 161 116 72 45 28 0,209 




























 люминальный А 84 60 71 24 29 0,100 
люминальный Б 
HER2- 
41 36 88 5 12 
люминальный Б 
HER2+ 
14 10 71 4 29 
гипер HER2 экспрес-
сирующий 
34 8 24 26 76 
трижды негативный 
(базальный) 
19 19 100 0 0 
 
При исследовании уровня нормализованной экспрессии таргет-
ных генов было установлено, что данный показатель варьировал в ши-
роких пределах со средними значениями 0,603±0,141 для гена BIRC5 и 
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Таблица 7.4. – Показатели нормализованной экспрессии генов  
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК 
 
Показатель  Уровень нормализованной экспрессии 
таргетных генов  
BIRC5  HER2-neu 
Med 0,135 0,258 
Мin 0,0125 0,1083 
Мax 10,700 17,440 
UQ 0,0125 0,4550 
LQ 0,1083 0,8325 
 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 















Рисунок 7.1. – Показатели нормализованной экспрессии генов 
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК 
 
При проведении корреляционного анализа между уровнями нор-
мализованной экспрессии и характеристиками первичной опухоли до-
стоверная умеренная корреляционная взаимосвязь была установлена 
между уровнями нормализованной экспрессии таргетных генов BIRC5 и 
HER2-neu (r=0,58; p<0,01). Кроме того, установлена положительная 
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слабая взаимосвязь между экспрессией HER2-neu и метастатическим 
поражением регионарных лимфатических узлов (r=0,144; p<0,05). 
Сводные данные приведены в таблице 7.5. 
 
Таблица 7.5. – Корреляция Спирмена экспрессии генов BIRC5 и HER2-
neu в ЦОК и клинико-анатомическими и патогистологическими харак-
теристиками первичной опухоли 
 
Категория  BIRC5 HER2-neu 
R p-value R p-value 
Т 0,012 0,870 -0,061 0,398 
N 0,044 0,544 0,144 0,047 
G 0,041 0,574 -0,041 0,569 
LVSI 0,053 0,468 0,035 0,625 
Ki 67 (ИГХ) -0,054 0,453 -0,061 0,397 
Er (ИГХ) -0,093 0,199 -0,079 0,278 
Pg (ИГХ) -0,075 0,299 -0,059 0,415 
HER2-neu (ИГХ) 0,093 0,198 -0,017 0,816 
Молеккулярно-
биологический подтип 
-0,004 0,959 0,014 0,848 
BIRC5   0,580 0,000 




7.2 Экспрессия генетических маркеров эпителиально-
мезенхимального перехода и маркера стволовой клетки в ЦОК при 
первичном неметастатическом РМЖ 
 
Как уже говорилось ранее, далеко не все ЦОК могут образовы-
вать истинные метастазы. Для того чтобы опухолевая клетка могла вый-
ти из кровеносного сосуда она должна пройти ЭМП [380]. Кроме того, 
важным моментом в лечении РМЖ является тот факт, что ряд клеток 
остаются не чувствительными к проводимой терапии. По одной из вер-
сий, о которой говорилось ранее, частично объяснить неэффективность 
лечения может теория раковых стволовых клеток. Согласно данным ли-
тературы, ряд генов играют ключевую роль в процессе ЭМП и обеспе-
чивают развитие резистентности к химиотерапии, тем самым поддержи-
вая фенотип стволовой клетки. К таким генам следует отнести Twist, 
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PI3Kα, Akt2, а также маркер стволовой опухолевой клетки РМЖ 
ALDH1 [539]. 
Изучение экспрессии генетических маркеров эпителиально-
мезенхимального перехода при помощи ОТ–ПЦР Twist, PI3Kα, Akt2 и 
маркера опухолевой стволовой клетки ALDH1 в ЦОК было выполнено у 
102 пациенток с верифицированным первичным неметастатическим 
РМЖ.  
Общая частота обнаружения ЦОК (по референсному гену) соста-
вила 67,6% (69 из 102 пациенток).  
Группа из 51 женщины из 69 ЦОК-позитивных пациенток (74%) 
была положительной по меньшей мере для одного из маркеров ЭМП, а 
32 из 69 пациенток (46,4%) были положительными для ALDH1 соответ-







Рисунок 7.2. – Частота идентификации генетических маркеров ЭМП в 
ЦОК при первичном неметастатическом РМЖ (n=102) 
 




Рисунок 7.3. – Частота идентификации генетического маркера стволовой 
опухолевой клетки РМЖ ALDH1 в ЦОК при первичном неметастатическом       
РМЖ (n=102) 
 
В таблице 7.5 и на рисунке 7.4 представлен подробный анализ 




Рисунок 7.4. – Генетические маркеры ЭМП и стволовой опухолевой 
клетки, определяемые в ЦОК, положительных образцах периферической кро-
ви при первичном неметастатическом РМЖ (n=102) 
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Таблица 7.5. – Экспрессия маркеров ЭМП и ALDH1 у пациенток при 
первичном неметастатическом РМЖ с ЦОК-позитивными образцами 
периферической крови  
 
Генетический маркер, определмый в 




ЭМП 51 74 
AKT 48 70 
PI3K 36 52 
TWIST 2 3 
ALDH1 32 46 
 
При исследовании сопоставимости групп пациенток с положи-
тельными образцами периферической крови на наличие экспрессирую-
щих маркеры ЭМП ЦОК были установлены следующие закономерности 
(таблицы 7.6–7.7). Идентификация маркеров ЭМП, таких как гены AKT, 
PI3K, TWIST, не зависела от стадии опухолевого процесса, определяе-
мой размером опухоли и наличием пораженных метастазами регионар-
ных лимфатических узлов и их количества (таблица 7.6). 
 
Таблица 7.6. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК ЭМП положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависимо-




n мРНК ЭМП  
положительные ЦОК 
ЦОК не  
определялись 
р 
 абс. %  абс. % 
T 1 58 26 44,8 32 55,2  
0,191 
 
2 42 19 45,2 23 54,8 
3 2 2 100,0 0 0,0 
N 0 50 22 44,0 28 56,0  
0,244 1 39 20 51,3 19 48,7 
2 5 2 40,0 3 60,0 
3 8 3 37,5 5 62,5 
Стадия I 34 14 41,2 20 58,8  
 
0,158 
IIA 35 18 51,4 17 48,6 
IIB 16 7 43,8 9 56,3 
IIIA 6 4 66,7 2 33,3 
IIIB 0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 9 3 33,3 6 66,7 
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При сопоставлении данных относительно частоты идентифика-
ции мРНК ЭМП положительных ЦОК и морфологическими и молеку-
лярно-биологическими характеристиками первичной опухоли было 
определено, что в данном случае изменение количества ЦОК-
положительных пациенток достоверно не зависело ни от гистологиче-
ского строения первичной карциномы, ни от степени дифференцировки, 
наличия или отсутствия лимфовенозной инвазии. Также не установлено 
достоверных различий в частоте идентификации ЦОК по таргетным ге-
нам ЭМП в зависимости от молекулярно-биологического подтипа опу-
холи (таблица 7.7). 
 
 
Таблица 7.7. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК ЭМП положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависимо-
сти от морфологических и молекулярно-биологических характеристик 
опухоли 
 



























тубулярная  1 1 100,0 0 0,0 0,246 
 
медулярная  1 1 100,0 0 0,0 
муцинозная  1 0 0,0 1 100,0 
неспецифическая  19 9 47,4 10 52,6 
дольковая  24 7 29,2 17 70,8 






 G1 2 1 50,0 1 50,0 0,344 
G2 43 24 55,8 19 44,2 






LVSI+ 85 39 45,9 46 54,1 0,204 






























люминальный А 51 17 33,3 34 66,7 0,364 
люминальный Б HER2- 22 9 40,9 13 59,1 
люминальный Б HER2+ 4 4 100,0 0 0,0 
гипер HER2 экспресси-
рующий 
8 8 100,0 0 0,0 
трижды негативный 
(базальный) 
17 9 52,9 8 47,1 
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Исследование маркеров ЭМП в ЦОК не следует рассматривать 
отдельно от исследования экспрессии маркера стволовой опухолевой 
клетки РМЖ ALDH1. При сопоставлении данных относительно частоты 
идентификации мРНК ALDH1 положительных ЦОК и стадией опухоле-
вого процесса, а также морфологическими и молекулярно-
биологическими характеристиками первичной опухоли было определе-
но, что в данном случае изменение количества ЦОК-положительных 
пациенток достоверно зависело только от гистологического строения 
первичной карциномы. Других статистически значимых закономерно-
стей не было установлено (таблицы 7.8 – 7.9). 
 
Таблица 7.8. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК ALDH1 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-









 абс. %  абс. % 
T 1 58 




16 38,1 26 61,9 
3 2 
2 100,0 0 0,0 
N 0 50 




19 48,7 20 51,3 
2 5 
5 100,0 0 0,0 
3 8 
8 100,0 0 0,0 
Стадия I 
34 1 2,9 33 97,1 
0,200 
IIA 
35 8 22,9 27 77,1 
IIB 
16 8 50,0 8 50,0 
IIIA 
6 6 100,0 0 0,0 
IIIB 
0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 
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Таблица 7.9. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК ALDH1 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-
мости от морфологических и молекулярно-биологических характери-
стик опухоли 
 



























тубулярная  1 1 100,0 0 0,0 
0,048 
 
медулярная  1 1 100,0 0 0,0 
муцинозная  1 0 0,0 1 100,0 
неспецифическая  19 5 26,3 14 73,7 
дольковая  24 5 20,8 19 79,2 












43 8 18,6 35 81,4 







85 31 36,5 54 63,5 
0,066 
 LVSI- 

































22 10 45,5 12 54,5 
люминальный Б 
HER2+ 
4 1 25,0 3 75,0 
гипер HER2 экспрес-
сирующий 
8 2 25,0 6 75,0 
трижды негативный 
(базальный) 
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7.3 Экспрессия генов множественной лекарственной устой-
чивости АВС-транспортеров в ЦОК при первичном неметастатиче-
ском РМЖ 
 
Изучение экспрессии генетических маркеров лекарственной 
устойчивости суперсемейства АВС-транспортеров ABCB1 
(PGP/MDR1), ABCC1 (MRP1), ABCC5 (MRP5), ABCC10 (MRP7) и 
ABCG2 (BCRP/MXR) в ЦОК было выполнено у 102 пациенток с 
верифицированным первичным неметастатическим РМЖ.  
Общая частота обнаружения ЦОК составила 67,6% (69 из 102 
пациенток). Все обогащенные образцы были исследованы на наличие 
экспрессии генов лекарственной устойчивости АВС-транспортеров.  
В 59 образцах из 69 ЦОК-позитивных проб (86%) определялась 
экспрессия как минимум одного таргетного гена лекарственной устой-
чивости, и лишь у 10 пациенток в ЦОК данные гены не экспрессирова-





Рисунок 7.5. – Частота идентификации генетических маркеров лекар-
ственной устойчивости в ЦОК при первичном неметастатическом РМЖ 
 
При количественном анализе, оценивающем частоту встречаемо-
сти различных генов лекарственной устойчивости в каждом образце, 
были получены определенные данные (таблица 7.10).  
 
 138   
 
 
Таблица 7.10. Количество экспрессируемых генов АВС-транспортеров в 
ЦОК положительных образцах при первичном неметастатическом РМЖ 
 




4 гена  17 25% 
3 гена 20 29% 
2 гена  10 14% 
1 ген 12 17% 
Экспрессия не определялась 10 14% 
 
Как видно из таблицы 7.10, одновременная экспрессия 5 тергет-
ных генов не определялась. Однако экспрессия четырех генов была об-
наружена у 17 пациенток (25%), трех генов – у 20 женщин (29%), два и 
один ген экспрессировались у 10 и 12 человек соответственно (14% и 
17%).  
Важно отметить, что частота встречаемости экспрессируемых 
генов суперсемейства АВС-транспортеров в ЦОК-положительных об-
разцах пациенток, страдающих неметастатическим РМЖ, была различ-
ной (таблица 7.11).  
 
Таблица 7.11. – Частота встречаемости экспрессируемых генов  





















метотрексат 55 54% 
ABCC5 MRP5 фторурацил  21 21% 
ABCC10 MRP7 
фторурацил, паклитак-
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Из приведенных данных видно, что наиболее часто определялась 
экспрессия следующих генов: ABCG2 (56%), ABCC10 (54%), ABCC1 
(54%), несколько реже экспрессирвался ABCB1 (35%), и реже всего 





Рисунок 7.6. – Частота экспрессии генов лекарственной устойчивости в 
ЦОК при первичном неметастатическом РМЖ 
 
Принципиально важным является не только качественное опре-
деление экспрессии генов лекарственной устойчивости в ЦОК, но и ко-
личественная оценка уровня нормализованной экспрессии, которая мо-
жет быть оценена с использованием методики ОТ–ПЦР в режиме ре-
ального времени. Согласно литературным данным [541], уровень нор-
мализованной экспрессии АВС-транспортеров считается повышенном 
при показателе >1,0 и нормальным при ≤1,0. Согласно данному крите-
рию, ЦОК-позитивные пациентки были условно разделены на две груп-
пы (рисунок 7.7).  
В 47 положительных на ЦОК образцах, что составило 68%, была 
определена повышенная нормализованная экспрессия генов множе-
ственной лекарственной устойчивости. Данная группа пациенток может 
быть условно охарактеризована как «лекарственная устойчивость». У 22 
(32%) женщин уровень нормализованной экспрессии был определен как 
нормальный, и данную группу можно условно охарактеризовать как 
«чувствительность к лекарственным средствам».  
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Показатели нормализованной экспрессии генов семейства АВС-




Рисунок 7.7. – Распределение ЦОК-позитивных пациенток на условные 
группы чувствительности и химиорезистентности на основе уровня нормали-














Рисунок 7.8. – Показатели нормализованной экспрессии генов семейства    
АВС-транспортеров в ЦОК 
 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 
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При анализе взаимосвязи нормализованной экспрессии гена 
ABCB1, кодирующего протеин PGP/MDR1, обеспечивающий устойчи-
вость к колхицину, доксорубицину, этопазиду, винбластину и паклитак-
селу, была установлена достоверная статистически значимая взаимо-
связь частоты обнаружения ЦОК, экспрессирующих данный ген, и ста-
дии опухолевого процесса, определяемой поражением метастазами ре-
гионарных лимфатических узлов и их количеством. Кроме того, уста-
новлена взаимосвязь с молекулярно-биологическими подтипами пер-
вичной карциномы РМЖ (таблицы 7.12–7.13). Показатели экспрессии 
представлены на рисунке 7.9. 
Аналогичная ситуация наблюдалась при анализе нормализован-
ной экспрессии гена ABCC1, кодирующего протеин MRP1, обеспечи-
вающий устойчивость к доксорубицину, даунорубицину, винкристину, 
этопазиду, колхицину и метотрексату (таблицы 7.14–7.15). Показатели 
экспрессии представлены на рисунке 7.10. 
При анализе взаимосвязи нормализованной экспрессии гена 
ABCC5 (протеин MRP5), обеспечивающего устойчивость к одному 
агенту фторурацилу, достоверных взаимосвязей частоты выявления 
ЦОК, экспрессирующих данный ген, с различными параметрами пер-
вичной опухоли не выявлено (таблицы 7.16–7.17). Показатели экспрес-
сии представлены на рисунке 7.11. 
При анализе взаимосвязи нормализованной экспрессии гена 
ABCC10, кодирующего белок MRP7, который обеспечивает элимина-
цию из опухолевой клетки фторурацила, паклитаксела, была установле-
на достоверная статистически значимая взаимосвязь частоты обнаруже-
ния ЦОК, экспрессирующих данный ген, со стадией опухолевого про-
цесса, определяемой поражением метастазами регионарных лимфатиче-
ских узлов и их количеством. Кроме того, установлена взаимосвязь с 
молекулярно-биологическими подтипами первичной карциномы РМЖ 
(таблицы 7.18–7.19). Показатели экспрессии представлены на рисунке 
7.12. 
При анализе взаимосвязи нормализованной экспрессии гена 
ABCG2 (BCRP/MXR протеин), обеспечивающего множественную ле-
карственную устойчивость (доксорубицин, даунорубицин, иринотекан, 
топотекан, иматиниб, метотрексат), была установлена достоверная ста-
тистически значимая взаимосвязь частоты обнаружения ЦОК, экспрес-
сирующих данный ген, со стадией опухолевого процесса, определяемой 
поражением метастазами регионарных лимфатических узлов и их коли-
чеством. Кроме того, установлена взаимосвязь не только с молекулярно-
биологическими подтипами первичной карциномы РМЖ, но и с гисто-
логическими типами рака (таблицы 7.20–7.21). Показатели экспрессии 
представлены на рисунке 7.13. 



















Рисунок 7.9. – Показатели нормализованной экспрессии гена ABCB1 в ЦОК 
 
Таблица 7.12. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСB1 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-




n мРНК АВСB1 




 абс. %  абс. % 
T 1 58 43 74,1 15 25,9 
0,081 
 
2 42 31 73,8 11 26,2 
3 2 2 100,0 0 0,0 
N 0 50 33 66,0 17 34,0 
0,007 
 
1 39 33 84,6 6 15,4 
2 5 4 80,0 1 20,0 
3 8 6 75,0 2 25,0 
Стадия I 34 23 67,6 11 32,4 
0,019 
IIA 35 28 80,0 7 20,0 
IIB 16 12 75,0 4 25,0 
IIIA 6 5 83,3 1 16,7 
IIIB 0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 9 7 77,8 2 22,2 
Box & Whisker Plot


















Таблица 7.13. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСB1 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-










































тубулярная  1 
1 100,0 0 0,0 
0,062 
 
медулярная  1 1 100,0 0 0,0 
муцинозная  1 0 0,0 1 100,0 
неспецифическая  19 13 68,4 6 31,6 
дольковая  24 19 79,2 5 20,8 







G1 2 2 100,0 0 0,0 
0,092 
 
G2 43 30 69,8 13 30,2 
G3 57 







65 76,5 20 23,5 
0,214 
 LVSI- 17 





























люминальный А 51 

















12 70,6 5 29,4 



















Рисунок 7.10. – Показатели нормализованной экспрессии гена ABCС1 в ЦОК 
 
Таблица 7.14. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСС1 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-




n мРНК АВСС1 




 абс. %  абс. % 
T 1 58 54 93,1 4 6,9 
0,088 
 
2 42 39 92,9 3 7,1 
3 2 2 100,0 0 0,0 
N 0 50 45 90,0 5 10,0 
0,006 
 
1 39 38 97,4 1 2,6 
2 5 5 100,0 0 0,0 
3 8 7 87,5 1 12,5 
Стадия I 34 30 88,2 4 11,8 
0,020 
IIA 35 34 97,1 1 2,9 
IIB 16 15 93,8 1 6,3 
IIIA 6 6 100,0 0 0,0 
IIIB 0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 9 8 88,9 1 11,1 
Box & Whisker Plot
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Таблица 7.15. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСС1 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-









































тубулярная  1 1 100,0 0 0,0 
0,060 
 
медулярная  1 1 100,0 0 0,0 
муцинозная  1 1 100,0 0 0,0 
неспецифическая  19 17 89,5 2 10,5 
дольковая  24 22 91,7 2 8,3 








2 100,0 0 0,0 
0,093 
 
G2 43 38 88,4 5 11,6 
G3 57 







80 94,1 5 5,9 
0,195 
 LVSI- 17 














































17 100,0 0 0,0 




















Рисунок 7.11. – Показатели нормализованной экспрессии гена ABCС5 в ЦОК 
 
Таблица 7.16. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК ABCC5 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-









 абс. %  абс. % 
T 1 58 31 53,4 27 46,6 
0,211 
 
2 42 21 50,0 21 50,0 
3 2 1 50,0 1 50,0 
N 0 50 22 44,0 28 56,0 
0,467 
 
1 39 20 51,3 19 48,7 
2 5 3 60,0 2 40,0 
3 8 8 100,0 0 0,0 
Стадия I 34 16 47,1 18 52,9 
0,284 
IIA 35 17 48,6 18 51,4 
IIB 16 8 50,0 8 50,0 
IIIA 6 3 50,0 3 50,0 
IIIB 0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 9 9 100,0 0 0,0 
 
 
Box & Whisker Plot
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Таблица 7.17. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК ABCC5 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-









































тубулярная  1 0 0,0 1 100,0 
0,325 
 
медулярная  1 0 0,0 1 100,0 
муцинозная  1 0 0,0 1 100,0 
неспецифическая  19 13 68,4 6 31,6 
дольковая  24 13 54,2 11 45,8 








1 50,0 1 50,0 
0,274 
 
G2 43 21 48,8 22 51,2 
G3 57 







46 54,1 39 45,9 
0,379 
 LVSI- 17 





















































Рисунок 7.12. – Показатели нормализованной экспрессии гена ABCС10 в ЦОК 
 
Таблица 7.18. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСC10 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зави-




n мРНК АВСС10 




 абс. %  абс. % 
T 1 58 53 91,4 5 8,6 
0,085 
 
2 42 40 95,2 2 4,8 
3 2 2 100,0 0 0,0 
N 0 50 45 90,0 5 10,0 
0,006 
 
1 39 38 97,4 1 2,6 
2 5 5 100,0 0 0,0 
3 8 7 87,5 1 12,5 
Стадия I 34 29 85,3 5 14,7 
0,021 
IIA 35 35 100,0 0 0,0 
IIB 16 15 93,8 1 6,3 
IIIA 6 6 100,0 0 0,0 
IIIB 0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 9 8 88,9 1 11,1 
 
 
Box & Whisker Plot




















Таблица 7.19. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСC10 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зави-








































 тубулярная  1 1 100,0 0 0,0 
0,065 
 
медулярная  1 1 100,0 0 0,0 
муцинозная  1 1 100,0 0 0,0 
неспецифическая  19 16 84,2 3 15,8 
дольковая  24 22 91,7 2 8,3 












38 88,4 5 11,6 
G3 57 
























































15 88,2 2 11,8 
 
 




Рисунок 7.13. – Показатели нормализованной экспрессии гена ABCС10 в ЦОК 
 
Таблица 7.20. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСG2 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-




n мРНК АВСG2 




 абс. %  абс. % 
T 1 58 50 86,2 8 13,8 
0,099 
 
2 42 32 76,2 10 23,8 
3 2 2 100,0 0 0,0 
N 0 50 35 70,0 15 30,0 
0,006 
 
1 39 37 94,9 2 5,1 
2 5 4 80,0 1 20,0 
3 8 8 100,0 0 0,0 
Стадия I 34 27 79,4 7 20,6 
0,012 
IIA 35 28 80,0 7 20,0 
IIB 16 14 87,5 2 12,5 
IIIA 6 5 83,3 1 16,7 
IIIB 0 0 0,0 0 100,0 
IIIC 9 9 100,0 0 0,0 
 
Box & Whisker Plot
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Таблица 7.21. – Исследование сопоставимости групп пациенток с нали-
чием мРНК АВСG2 положительных ЦОК и отсутствием ЦОК в зависи-









































 тубулярная  1 1 100,0 0 0,0 
0,038 
 
медулярная  1 1 100,0 0 0,0 
муцинозная  1 1 100,0 0 0,0 
неспецифическая  19 17 89,5 2 10,5 
дольковая  24 21 87,5 3 12,5 








2 2 100,0 0 0,0 
0,110 
 
G2 43 31 72,1 12 27,9 
G3 







85 70 82,4 15 17,6 
0,187 
 LVSI- 
































22 18 81,8 4 18,2 
люминальный Б 
HER2+ 
4 4 100,0 0 0,0 
гипер HER2 экспрес-
сирующий 
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7.4 Транскрипционный фенотип ЦОК при первичном неме-
тастатическом РМЖ 
 
Анализируя информацию, полученную при исследовании ЦОК у 
пациенток до начала специального лечения с верифицированным пер-
вичным неметастатическим РМЖ, следует констатировать тот факт, что 
ЦОК обладают выраженной гетерогенностью в каждом конкретном 
персонализированном случае. 
При детальном корреляционном анализе экспрессируемых гене-
тических маркеров ЦОК были установлены определенные закономерно-
сти. Так, например, установлена сильная достоверная корреляция между 
AKT и PI3K (r=0,782; р<0,01). Установлена умеренная статистически 
значимая корреляция между уровнями нормализованной экспрессии ге-
нов BIRC5 и HER2-neu (r=0,526; р<0,01), а также между HER2-neu и 
PI3K (r=0,307; р<0,01) Также установлена положительная слабая корре-
ляция между экспрессией гена BIRC5 и генами-маркерами ЭМП TWIST 
и генами-маркерами химиорезистентности ABCB1 и ABCC1. 
Экспрессия гена рецептора эпидермального фактора роста HER2-
neu слабо коррелировала с экспрессией генов ЭМТ и ALDH1. 
Слабая корреляционная связь установлена между генами лекар-
ственной устойчивости семейства АВС-транспортеров. 
Сводные данные по корреляционной связи между экспрессируе-
мыми генетическими маркерами клеточной пролиферации и дифферен-
цировки, ЭМП и лекарственной резистентности представлены в таблице 
7.22. 
Важным моментом, с точки зрения планирования лечения и, глав-
ным образом, адъювантного лечения с включением в программу тера-
пии таргетного препарата тарстузумаба при HER2 положительном РМЖ 
является анализ согласованности случаев между экспрессией онкопро-
теина рецептора эпидермального фактора роста HER2-neu в первичной 
опухоли, определяемого ИГХ, и наличием экспрессирующих ген HER2-
neu в ЦОК, принимая во внимание, что ЦОК являются главным источ-
ником формирования отдаленных метастазов в последующем. 
Анализируя полученные данные, было установлено, что несогла-
сованность случаев составляла 36–67% (таблица 7.23). 
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Таблица 7.23. – Согласование случаев по экспрессии онкопротеина  
HER2-neu, определяемой в первичной опухоли методом ИГХ (FISH), и 






n Согласованные случаи по 
первичной опухоли и ЦОК 
Несогласованные случаи 
по первичной опухоли и 
ЦОК 
абс. % абс. % 
score 0 ИГХ 94 35 37% 59 63% 
score 1+ ИГХ 66 42 64% 24 36% 
score 2+ ИГХ 15 8 53% 7 47% 
FISH 15 5 33% 10 67% 
score 3+ ИГХ 17 10 59% 7 41% 
 
Так, при первичной опухоли гиперэкспрессирующей онкопроте-
ин HER2-neu (score 3+) из 17 случаев в 7, что составило 41% в перифе-
рической крови обнаруживались неэкспрессирующие ген HER2-neu 
ЦОК. При определении экспрессии HER2-neu в первичной карциноме 
РМЖ, соответствующей ИГХ критерию score 2+, отрицательные по гену 
HER2-neu ЦОК обнаруживались у 7 из 15 женщин, что составило 47%. 
В то же время, необходимое в данном случае FISH исследование увели-
чило процент несогласованных случаев до 67% (10 пациенток). 
Наименьшая доля несогласованности пришлась на слабую экспресссию 
HER2-neu в первичной опухоли (score 1+), при которой в перифериче-
ской крови частота отрицательных по гену с HER2-neu ЦОК составила 
36% (24 из 66 случаев). 
Интересным является факт несогласованности при отрицатель-
ном результате ИГХ на наличие онкопротеина в опухоли (score 0). В 
данном случае у 59 пациенток из 94, что составило 63%, в перифериче-
ской крови были обнаружены ЦОК, экспрессирующие ген HER2-neu.  
Полученные данные являются весьма ценными, так как наличие 
в крови ЦОК, являющихся субстратом метастазов, не экспрессирующих 
таргетный ген рецептора эпидермального фактора роста, при наличии 
гиперэкспрессирующей HER2-neu первичной опухоли ставит под со-
мнение эффективность терапии трастузумабом как в адъювантном ре-
жиме, так и при прогрессировании опухоли.  
Наоборот, наличие в крови ЦОК, экспрессирующих таргетный 
ген HER2-neu, при отсутствии экспрессии таргетного онкопротеина в 









Наличие ЦОК при первичном неметастатическом РМЖ до нача-
ла лечения является очередным подтверждением того, что РМЖ – это 
изначально диссеминированная системная болезнь. Кроме того, опреде-
ление транскрипционного фенотипа ЦОК до начала лечения, как и мо-
лекулярно-генетическое и иммуногистохимическое исследование пер-
вичной опухоли, является стартовой точкой для планирования даль-
нейшего системного адъювантного лечения [542]. 
Биологические особенности ЦОК до настоящего времени плохо 
изучены. Предполагается, что только некоторые ЦОК могут образовы-
вать истинные клинически выраженные метастазы [543]. Более того, со-
временная теория прогрессирования РМЖ состоит в том, что процессы 
ЭМП играют ключевую роль как в первичной опухоли, так и на этапах 
запуска метастатического каскада, а также в создании так называемых 
стволовых клеток РМЖ [544]. 
Недавно опубликованные данные по изучению небольших групп 
пациентов подтверждают результаты полученные в нашем исследова-
нии. C. Raimondi et al. [545] изучали экспрессию маркеров ЭМП и ство-
ловой клетки у 92 больных РМЖ на всех стадиях заболевания. Исполь-
зуя стандартное определение ЦОК как EpCAM +/CK+/CD45–, авторы не 
смогли найти их у 31 из 92 (34%) пациенток. Отсутствие ЦОК авторами 
было определено как недостаток экспрессии в обогащенной фракции 
EpCAM. Тем не менее, в 12/31 (38%) этих CK-негативных клетках они 
обнаружили экспрессию маркеров ЭМП, в частности, виментина и фиб-
ронектина. Они пришли к выводу, что примененные ими методы выяв-
ления ЦОК недооценивают наиболее важные субпопуляции ЦОК, 
участвующие в распространении рака [546].  
В ретроспективном исследовании, включавшем 292 пациентов с 
метастатическим РМЖ, количество ЦОК было подсчитано до того, как 
пациентки начали новую линию лечения с использованием системы 
CellSearch. ЦОК не были обнаружены у 36% пациенток. При многофак-
торном анализе было установлено, что метастазы в мозг и поражение 
костей оставались независимыми переменными, связанными с неопре-
деляемым статусом по ЦОК. Кроме того, у пациенток с высокой степе-
нью злокачественности опухоли при тройном негативном раке и воспа-
лительных формах РМЖ были увеличены вероятности для неопределя-
емого показателя ЦОК. Авторы предположили, что эти результаты мо-
гут быть вызваны недостатком системы CellSearch, которая не может 




В настоящее время весьма актуальным является вопрос о том, 
может ли анализ периферической крови на ЦОК заменить анализ кост-
ного мозга на ДОК. В недавно опубликованном исследовании, срав-
нившем ДОК и ЦОК у пациенток с первичным РМЖ, была установлена 
слабая корреляционная зависимость между присутствием этих клеток в 
костном мозге и периферической крови, что может быть связано с раз-
ной биологией этих клеток и их генетической характеристикой [547]. 
Эти данные согласуются с другими сравнительными исследованиями, в 
которых, как было показано, корреляция между ДОК и ЦОК была низ-
кой [548]. Однако в двух других недавно опубликованных исследовани-
ях было обнаружено, что определение статуса по ЦОК с помощью ОТ–
ПЦР передавало клинически значимую информацию, которая не усту-
пала статусу по ДОК при РМЖ [549].  
Существуют различные объяснения этого явления. 
1) Отсутствие ЦОК может зависеть от неадекватности процедур 
отбора стандартов ЦОК. Большинство процедур выбора основаны толь-
ко на EpCAM, который, возможно, перестает экспрессироваться во вре-
мя прохождения ЭМП. 
2) ЕМТ-клетки, разрушающие окружающую матрицу, также поз-
воляют отделяться и распространяться не-ЭМП опухолевым клеткам. 
Таким образом, ДОК и ЦОК могут отражать разные гетерогенные попу-
ляции опухолевых клеток первичной опухоли, включая дифференциро-
ванные и более стволовые опухолеподобные клетки.  
3) Можно также предположить, что для образования метастазов 
в кости требуется реализация другого механизма распространения или 
эпителиальной дифференцировки. Был описан путь PTEN/Akt/mTOR 
как один из основных путей регуляции стволовых кле-
ток/предшественников млекопитающих клеток. Кроме того, этот путь 
обеспечивает устойчивость к традиционной терапии и играет централь-
ную роль в жизнеспособности раковых стволовых клеток в молочной 
железе, способствуя пролиферации и ингибированию апоптоза [550]. 
Кроме того, клетки, проходящие ЭМП, развивают устойчивость к про-
тивоопухолевым средствам [551].  
В настоящее время только в нескольких исследованиях была 
предпринята попытка изучить эти вопросы применительно к ЦОК. Ана-
лизируя цитоспины мононуклеарных клеток с использованием конфо-
кальной лазерной сканирующей микроскопии, в образцах перифериче-
ской крови 28 пациенток с 17 CK-положительными и 17 CK-
отрицательными ЦОК фосфорилированная PI-3-киназа (PI3K) была за-
регистрирована в 15 из 17 CK-положительных образцов [552]. В недав-
нем исследовании авторы проанализировали мононуклеарные клетки 
периферической крови у 32 пациенток с цитокератином-19 мРНК-




и сообщили, что PI3K/Akt были идентифицированы в значительной ча-
сти ЦОК [553]. Эти данные согласуются с данными, полученными в хо-
де данного исследования. 
Таким образом, было обнаружено, что экспрессия маркеров 
стволовых клеток и маркеров ЭМП в ЦОК связана с резистентностью к 
традиционным противоопухолевым препаратам, тем самым подчерки-
валась актуальность совершенствования инструментов для диагностики 
и лечения МОБ [554]. Следовательно, обнаружение стволовых клеток 
может рекомендоваться для диагностических и терапевтических дей-
ствий, а сигнальные пути, которые поддерживают опухолевые стволо-
вые клетки, являются привлекательными мишенями для этих исследо-
ваний. Кроме того, следует отметить необходимость поиска новых мар-
керов как ЭМП, так и стволовых клеток. В качестве уникального марке-
ра в данном случае можно рассматривать ген BIRC5 и кодируемый им 
антиапоптотический белок сурвивин. Подавление апоптоза является за-
вершающей стадией ЭМП, соответственно использование оценки экс-
прессии данного гена может служить уникальным маркером не только 
для поиска ЦОК и диагностики МОБ, но и для прогноза течения опухо-
левого процесса и контроля эффективности проводимой полихимиоте-
рапии. 
Во всех последних исследованиях подчеркивается необходи-
мость молекулярной характеристики ЦОК помимо простого подсчета, 
которая обеспечивала бы получение критически важной информации 
для различения субпопуляций ЦОК с различными биологическими 
свойствами. Такая информация может влиять на выбор схемы и быть 
полезной для мониторинга эффективности системной терапии и оценки 
общего клинического исхода у пациенток, страдающих РМЖ [555]. Од-
нако, как отмечалось ранее, все исследования проводились с участием 
пациенток с изначально распространенным метастатическим РМЖ [556, 
557].  
Существует ряд работ по изучению экспрессии генов множе-
ственной лекарственной устойчивости в первичной опухоли [555, 558]. 
Настоящее исследование является новаторским, так как впервые 
исследованы потенциальная чувствительность и резистентность ЦОК – 
непосредственных субстратов метастазов при первичном неметастати-
ческом РМЖ. 
MRD-экспрессирующих ЦОК могут представлять клеточную по-
пуляцию с большей склонностью к внутренней резистентности к лекар-
ственным средствам. Как известно, химиорезистентность – это признак 
стволовой опухолевой клетки. Являются ли эти MRD-положительные 
ЦОК стволовыми клетками, в настоящее время неясно. Однако резуль-
таты исследования P.A. Theodoropoulos с соват. [559] свидетельствуют о 




первичных опухолях РМЖ, сочетающейся с высокой экспрессией раз-
личных типов АТФ-связывающих кассетных ABC-транспортеров.  
Важным аспектом данного фрагмента исследований является 
факт установления корреляции между экспрессией гена BIRC5 и HER2-
neu. Как отмечалось ранее [537], клетки РМЖ, гиперэкспрессирующие 
ген эпидермального фактора роста HER2-neu и имеющие более высокие 
уровни сурвивина, коррелируют с увеличенным сопротивлением так-






КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА 
BIRC5 СУРВИВИНА И ГЕНА HER2-NEU РЕЦЕПТОРА 
ЭПИДЕРМАЛЬНОГО ФАКТОРА РОСТА В ЦОК КАК 
МАРКЕРОВ МОБ ПРИ ХИРУРГИЧЕСКОМ ЛЕЧЕНИИ 
РМЖ 
 
8.1 Объем хирургического лечения и минимальная остаточ-
ная болезнь 
 
Профессор К.Н. Bauer, основавший Немецкий центр онкологиче-
ских исследований в 1963 году, писал, что «с точки зрения хирурга, 
операция по поводу рака может быть названа радикальной лишь в том 
случае, если даже единичные раковые клетки удалены из организма» 
[560]. Принимая во внимание данное высказывание, очень важным яв-
ляется понимание роли и места хирургического этапа в лечении РМЖ с 
учетом наличия ЦОК до начала специального лечения при первичном 
неметастатическом РМЖ. 
В проспектовом исследовании приняли участие 162 пациентки. 
Всем женщинам были выполнены радикальные операции в объеме ра-
дикальной мастэктомии по Маддену или радикальной резекции молоч-
ной железы с пластикой и перемещением сосково-ареолярного ком-




Рисунок 8.1. – Объем выполненных оперативных вмешательств при 





Положительные мРНК BIRC5 и положительные мРНК HER2-neu 
ЦОК до оперативного вмешательства были обнаружены у 115 (71%) из 
162 пациенток с верифицированным первичным неметастатическим 
РМЖ. Исследование в динамике наличия и идентификации ЦОК по 
двум таргетным генетическим маркерам BIRC5 и HER2-neu после опе-
ративного вмешательства выявило интересные факты. Так, после опе-
рации мРНК BIRC5 положительные и мРНК HER2-neu положительные 
ЦОК исчезли у 47 (40,9%) пациенток, у которых они изначально опре-
делялись. Более чем в половине случаев – 59 (51,3%) – идентифицируе-
мые ЦОК сохранились в периферической крови. Более того, у 9 пациен-
ток (7,8%) после операции ЦОК стали идентифицироваться в обогащен-
ных образцах венозной крови (таблица 8.1, рисунок 8.2). 
 
Таблица 8.1. – Динамика изменения частоты идентификации мРНК 
BIRC5 положительных и мРНК HER2-neu положительных ЦОК на эта-
пе хирургического лечения  
 
N Частота идентификации ЦОК 













BIRC5 +  
HER2-neu +  
ЦОК появились 
абс. % абс. % абс. % абс. % 
162 115 71,0 47 40,9 59 51,3 9 7,8 
 
 
Рисунок 8.2. – Динамика изменения частоты идентификации мРНК BIRC5 по-





Было установлено, что динамика изменения частота идентифи-
кации BIRC5 положительных и мРНК HER2-neu положительных ЦОК 
имеет определенные закономерности в зависимости от объема опера-
тивного вмешательства. Так, после радикальной мастэктомии по 
Маддену частота сохранения ЦОК была достоверно ниже, чем после ра-
дикальной резекции молочной железы, и составила 46,9% против 61,8% 
(р=0,039) (таблица 8.2). 
 
Таблица 8.2. – Динамика изменения частоты идентификации мРНК 
BIRC5 положительных и мРНК HER2-neu положительных ЦОК в зави-




n Частота идентификации ЦОК Р 
































При анализе количественной (количество генов) и качественной 
(показатель нормализованной экспрессии) идентификации ЦОК после 
операции, в сравнении с данными, полученными до начала специально-
го лечения, при исследовании периферической крови пациенток с вери-
фицированным первичным неметастатическим РМЖ статистическизна-
чимой достоверной разницы по количеству экспрессируемых генов и 






Таблица 8.3. – Количество экспрессируемых генов в ЦОК, обогащенных 
и выделенных у пациенток до оперативного вмешательства и сохра-





Частота идентификации экспресси 
р До операции После операции  
абс. % абс. % 
2 гена  49 72,1 20 29,4 0,0000 
1 ген BIRC5 6 8,8 25 36,8 0,0001 
1 ген Her2 13 19,1 23 33,8 0,0397 
 
 
При качественном анализе уровней нормализованной экспрессии 
таргетных генов в ЦОК на этапе хирургического лечения достоверных 




Таблица 8.4 – Показатели нормализованной экспрессии таргетных ге-




маркер ЦОК  
Время опре-
деления  
Показатели нормализованной экспресси р 
Медиана Мин  Макс LQ UQ 




0,387 0,001 8,72 0,113 1,053 










BIRC5 до операции  vs. BIRC5 после операции
 Mean 
 Mean±SE 











Рисунок 8.3. – Показатели нормализованной экспрессии гена BIRC5 в ЦОК до 
и после операции (n=68) 
 
HER2 до операции  vs. HER2 после операции
 Mean 
 Mean±SE 









Рисунок 8.4. – Показатели нормализованной экспрессии гена HER2 в ЦОК       




8.2 Минимальная остаточная болезнь и стадия опухолевого 
процесса 
 
При сравнительном анализе частоты сохранения мРНК BIRC5 
положительных и мРНК HER2-neu положительных ЦОК в обогащенных 
образцах периферической крови пациенток до и после оперативного 
вмешательства в зависимости от размера первичной опухоли, наличия 
или отсутствия метастатического поражения регионарных лимфатиче-
ских узлов и их количества, а также выставленной стадии опухолевого 
процесса (pTNM) были получены следующие данные.  
Несмотря на то что достоверных изменений частоты сохранения 
и обнаружения мРНК BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК 
после операции в зависимости от размера первичной опухоли (T) и по-
ражения регионарных лимфатических узлов (N) не было установлено, 
суммарная оценка этих показателей, которая выражается в стадии опу-
холевого процесса, была достоверной. Как это не парадоксально, но со-
хранение таргетных ЦОК после операции статистически значимо 
(p<0,05) было при ранних стадиях (I–IIA) без поражения регионарных 
лимфоузлов и составило 66,2% по сравнению с более продвинутыми 
стадиями (IIB–IIIC), где данный показатель составил 45,0% (таблица 
8.5). 
 
Таблица 8.5 – Частота МОБ на этапе хирургического лечения в зависи-
мости от стадии опухолевого процесса  
 
Категория значение n Частота идентификации ЦОК  P 




BIRC5 и  
Her2-neu +  
ЦОК 
 после операции 
абс. 
n1 






N 162 115 71,0 68 42,0 59,1 
T 1 




75 55 73,3 28 37,3 50,9 
N 0 




84 65 77,4 37 44,0 56,9 
Стадия I–IIA 









Данный факт можно объяснить возможным уменьшением объе-
ма операции при ранних стадиях до радиальной резекции (квадрантэк-
томия, лампэктомия), и как возможным вариантом сохранения опухоле-
вых клеток в пределах оставшейся части молочной железы, являющихся 
источником ЦОК. 
 
8.3 Минимальная остаточная болезнь и патоморфологиче-
ские и молекулярно-биологические характеристики первичной 
опухоли  
 
При сравнительном анализе частоты сохранения мРНК BIRC5 
положительных и мРНК HER2-neu положительных ЦОК в обогащенных 
образцах периферической крови пациенток до и после оперативного 
вмешательства в зависимости от патоморфологических и молекулярно-
биологических характеристик опухоли были получены следующие дан-
ные. Так, например, частота сохранения ЦОК в организме женщины по-
сле операции достоверно не зависела от гистологического строения 
первичной опухоли. Напротив, степень дифференцировки опухоли до-
стоверно влияет на сохранение ЦОК после оперативного воздействия. 
Частота идентификации ЦОК на 10,3% выше при низкой степени диф-
ференцировки (G3), чем при высоко дифференцированных опухолях 
(G1), и составила 60,3% и 50% соответственно (р=0,029). Статистически 
значимых отличий не было установлено в частоте наличия ЦОК после 
радикального хирургического лечения в зависимости от наличия или 
отсутствия лимфатической и сосудистой венозной инвазии в опухоли.  
Важным моментом в данном фрагменте исследования является 
факт того, что частота обнаружения мРНК BIRC5 положительных и 
мРНК HER2-neu положительных ЦОК в обогащенных образцах пери-
ферической крови пациенток после радикальной мастэктомии или ради-
кальной резекции достоверно зависит от молекулярно-биологического 
подтипа опухоли. Достоверно чаще функционально активные ЦОК об-
наруживались при лиминальном Б HER2-neu экспрессирующем раке 
(66,7%), а также при базальном трижды негативном и люминальном Б 
HER2-neu неэкспрессирующем раках (62,5% и 62,1% соответственно). 
Достоверно реже ЦОК выявлялись в периферической крови при люми-
нальном А молекулярно-биологическом подтипе и HER2-neu гиперэкс-
прессирующем раке (56,1% и 57,1% соответственно; р=0,044). Сводные 









Таблица 8.6 – Частота МОБ на этапе хирургического лечения в зависи-
мости от патоморфологических и молекулярно-биологических характе-
ристик первичной опухоли  
 












































 тубулярная  1 1 100,0 1 100,0 100,0 0,154 
медулярная 3 2 66,7 2 66,7 100,0 
муцинозная  3 2 66,7 2 66,7 100,0 
неспецифическая  22 13 59,1 9 40,9 69,2 
дольковая  34 16 47,1 16 47,1 100,0 







G1 5 4 80,0 2 40,0 50,0 0,029 
G2 71 48 67,6 28 39,4 58,3 





LVSI+ 136 99 72,8 55 40,4 55,6 0,228 





































люминальный А 79 57 72,2 32 40,5 56,1 0,044 
люминальный Б 
HER2- 
41 29 70,7 18 43,9 62,1 
люминальный Б 
HER2+ 
9 6 66,7 4 44,4 66,7 
гипер HER2 экс-
прессирующий 




22 16 72,7 10 45,5 62,5 
 
8.4 Обсуждение  
 
Еще в 1929 г. Я.В. Зильберберг, допуская возможность гемато-
генного распространения клеток РМЖ, придавал операции значение 




в кровь, а Б.Т. Билынский в 1963 г. опубликовал данные о том, что 
местные рецидивы развиваются у 13,3% женщин, оперированных по 
поводу РМЖ, причем большинство рецидивов возникает на протяжении 
первых 2 лет после операции [561, 562]. Специально проведенное ис-
следование позволило выявить раковые клетки в операционной ране у 
41,5% пациенток, что может являться причиной развития рецидивов 
[563].  
В настоящем исследовании с учетом данных о наличии функци-
онально активных гетерогенных ЦОК в периферической крови до нача-
ла специального лечения и, главным образом, до операции следует от-
метить, что не оперативное вмешательство приводит к массивному по-
ступлению опухолевых клеток в кровь, а ранняя опухолевая диссемина-
ция имеет место до начала хирургического этапа лечения. Напротив, 
радикальное хирургическое вмешательство достоверно снижает количе-
ство ЦОК в периферической крови, что было продемонстрировано в по-
слеоперационном периоде. 
Согласно литературным данным, «массаж» опухоли приводит по 
меньшей мере к 10-кратному увеличению количества опухолевых кле-
ток, покидающих первичный опухолевый узел, а хирургические мани-
пуляции при опухолях молочной железы могут индуцировать ангиоге-
нез и пролиферацию клеток отдаленных «дремлющих» микрометаста-
зов, особенно у молодых пациенток с наличием положительных лимфа-
тических узлов [561,562, 564–567]. 
Согласно полученным данным, объем оперативного вмешатель-
ства влияет на частоту сохранения ЦОК в периферической крови. Но, 
как это не парадоксально, после менее травматичной операции, такой 
как радикальная резекция частота сохранения ЦОК достоверно была 
выше, чем после большой травматичной операции с большим повре-
ждением тканей радикальной мастэктомии по Маддену, при которой 
опухоль значительно больше подвергается «массажу». Следует учиты-
вать и феномен «сбрасывания» опухолевых клеток из первичного узла, 
который связывают с ангиогенезом в опухоли, сосудистой инвазией, 
размерами опухоли и ее пролиферативным потенциалом [568]. Уста-
новлено, что опухолевые клетки могут выходить из растущего опухоле-
вого узла со скоростью, составляющей от нескольких тысяч до несколь-
ких миллионов клеток в день на 1 г ткани [569]. Исследования показали, 
что сохранение и появление в периферическом кровеносном русле ЦОК 
экспрессирующих гены антиапоптотического протеина и рецептора 
эпидермального фактора роста зависят от размеров опухоли, поражения 
регионарных лимфатических узлов. Важным фактом является установ-
ление закономерности частоты выявления ЦОК от молекулярно-




прессией рецепторов эстрогена и прогестерона, так и с экспрессией он-
копротеина HER2-neu и индексом пролиферативной активности Ki-67. 
Несмотря на то что большинство опухолей может быть подверг-
нуто радикальному хирургическому вмешательству, так называемой ре-
зекции R0, у значительного количества пациенток через определенное 
время появляются отдаленные метастазы. Причиной этого является 
пред- или послеоперационная диссеминация опухолевых клеток, кото-
рые не были выявлены ко времени выполнения хирургической опера-
ции [579]. Более 20 лет назад такие клетки, или их кластеры, получили 
название микрометастазов и были включены в систему TNM 6-й редак-
ции (2002) и оставлены в 7-й (2009), получив следующие обозначения 
по категории рМ: изолированные опухолевые клетки, найденные в 
костном мозге с помощью гистологических методов, – М0(i+); с помо-
щью негистологических (иными словами, молекулярных) методов – 
M0(mol+) [501]. Фактически эти клетки называются изолированными 
или диссеминированными в зависимости от нахождения их в крови или 
костном мозге; присутствие же таких клеток в организме онкологиче-
ского больного расценивается как МОБ. С учетом данной классифика-
ции большинству пациенток может быть выставлена стадия M0(mol+), а 







АДЪЮВАНТНОЕ ЛЕЧЕНИЕ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
И МИНИМАЛЬНАЯ ОСТАТОЧНАЯ БОЛЕЗНЬ 
 
9.1 Адъювантная полихимиотерапия РМЖ в режиме CAF 
(CEF)  
 
Одной из самых часто используемых схем ПХТ в адъювантном 
режиме является схема CAF (циклофосфан + доксорубицин + фторура-
цил). Аналогичной по своей эффективности является схема CEF, где 
вместо доксорубицина используется эпирубицин. Данная схема была 
применена у 46 пациенток (28,4%). По мере проведения курсов ПХТ 
отмечалось достоверное (р=0,0096) снижение частоты выявления мРНК 
BIRC5 и HER2-neu положительных ЦОК в периферической крови паци-
енток относительно исходного уровня, полученного до начала специ-
альной терапии, т.е. перед операцией на 26,9% с 37 до 23 случаев. Од-
нако, если сравнивать с уровнем ЦОК после оперативного вмешатель-
ства, частота ЦОК положительных образцов была не достоверна, но 
выше (таблица 9.1). 
 
Таблица 9.1. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК при проведении в послеоперационном 
периоде адъювантной терапии РМЖ по схеме CAF (n=46) 
 















абс. % абс. % абс. % абс. % абс. % 
ЦОК положительные 
случаи 
37 80,4 21 45,7 31 67,4 24 52,2 23 50,0 
BIRC5 + ЦОК 24 52,2 13 28,3 15 32,6 14 30,4 13 28,3 
HER2-neu + ЦОК  32 69,6 15 32,6 19 41,3 20 43,5 21 45,7 
ЦОК исчезли 0 0,0 18 39,1 6 13,0 5 10,9 4 8,7 
ЦОК сохранились 37 80,4 19 41,3 9 19,6 9 19,6 9 19,6 
ЦОК появились  
впервые 
0 0,0 2 4,3 1 2,2 1 2,2 1 2,2 







Анализируя данные динамики изменения частоты выявления 
ЦОК, экспрессирующих таргетные гены BIRC5 и HER2-neu, по мере 
проведения терапии всех пациенток, получавших ПХТ по схеме CAF 
(CEF), по завершении химиотерапевтического лечения можно было раз-
делить на тех, у кого ЦОК исчезли полностью – 4 (8,7%), и тех, у кого 
они сохранялись на протяжении всего лечения – 9 (19,6%). Наибольшую 
группу составили женщины, у которых ЦОК то пропадали, то появля-
лись по мере терапии – 14 (30,4%). А также была одна пациентка, у ко-
торой ЦОК стали идентифицироваться после завершения 6 курсов ПХТ. 
Суммируя данные эффективности адъювантной терапии РМЖ по 
схеме CAF (CEF), опираясь на данные частоты идентификации мРНК 
BIRC5 и HER2-neu положительных ЦОК, можно констатировать факт 
неэффективного лечения у 23 пациенток из 46, что составляет 50,0%. 
Соответственно, лечение оказалось эффективным у половины женщин 
50,0%. 
При анализе данных нормализованной экспрессии таргетных ге-
нов в ЦОК относительно уровня референсного гена статистически зна-
чимого различия по мере проведения курсов ПХТ по схеме CAF (CEF) в 
уровне нормализованной экспрессии не было получено (таблица 9.2.). 
 
Таблица 9.2. – Показатели нормализованной экспрессии генов BIRC5 и 
HER2-neu в ЦОК, выделенных из обогащенных образцов перифериче-
ской крови, пациенток, страдающих РМЖ, на этапе адъювантной ПХТ 
по схеме CAF 
 
 
Значение  Уровень нормализованной экспрессии таргетных генов в ЦОК 
после 2 курсов 
АПХТ CAF 
после 4 курсов 
АПХТ CAF 
после 6 курсов АПХТ 
CAF 
BIRC5 HER2-neu BIRC5 HER2-neu BIRC5 HER2-neu 
Мин 
0,001 0,001 0,011 0,020 0,001 0,001 
Макс 
3,344 5,401 2,842 2,701 0,524 1,606 
Медиана 
0,316 0,192 0,575 0,206 0,175 0,244 
 
 
9.2 Адъювантная полихимиотерапия РМЖ в режиме AC (ЕС)  
 
Второй наиболее частой схемой адъювантного лечения РМЖ яв-
ляется схема АС, включающая доксорубицин и циклофосфан. Вместо 
доксорубицина может использоваться эпирубицин (схема ЕС). Схема 




при режиме ПХТ CAF, при ПХТ по схеме АС (ЕС) также наблюдалось 
достоверное (р=0,0087) снижение частоты идентификации мРНК BIRC5 
и мРНК HER2-neu положительных ЦОК в периферической крови паци-
енток, страдающих РМЖ, на 26,7% с 33 случаев до операции до 21 слу-
чая после 4 курсов АПХТ по схеме АС. 
Интересным является тот факт, что после 2 курсов АС частота 
выявления ЦОК была существенно выше, чем в послеоперационном пе-
риоде, и снизилась после 4 курсов ПХТ (таблица 9.3). После завершения 
курсов АС ЦОК исчезли полностью у 6 пациенток (13,3%), сохранялись 
на протяжении всего лечения у 12 (26,7%). Наибольшую группу соста-
вили женщины, у которых ЦОК то пропадали, то появлялись по мере 
терапии – 17 (37,8%), а также было 2 пациентки, у которых ЦОК стали 
идентифицироваться после завершения 4 курсов ПХТ. 
Опираясь на данные частоты идентификации мРНК BIRC5 и 
HER2-neu положительных ЦОК, можно констатировать, что схема ПХТ 




Таблица 9.3. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК при проведении в послеоперационном 











2 АПХТ АС 
после  
4 AПХТ АС 
абс. % абс. % абс. % абс. % 
ЦОК положительные 
случаи 
33 73,3 22 48,9 29 64,4 21 46,7 
BIRC5 + ЦОК 23 51,1 17 37,8 13 28,9 10 22,2 
HER2-neu э+ЦОК  31 68,9 11 24,4 25 55,6 14 31,1 
ЦОК исчезли 0 0,0 14 31,1 6 13,3 6 13,3 
ЦОК сохранились 33 73,3 19 42,2 15 33,3 12 26,7 
ЦОК появились впер-
вые 
0 0,0 3 6,7 2 4,4 2 4,4 






При анализе данных нормализованной экспрессии таргетрных 
генов в ЦОК относительно уровня референсного гена статистически 
значимого различия по мере проведения курсов ПХТ по схеме АС (EС) 




Таблица 9.4. – Показатели нормализованной экспрессии генов  
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из обогащенных образцов 
периферической крови пациенток, страдающих РМЖ  
на этапе адъювантной ПХТ по схеме AC 
 
Значение  Уровень нормализованной экспрессии таргетных генов в ЦОК 
После 2 курсов АПХТ АС После 4 курсов АПХТ АС 
BIRC5 HER2-neu BIRC5 HER2-neu 
Мин 0,002 0,001 0,037 0,001 
Макс 3,04 4,91 2,584 3,344 
Медиана 0,455 0,148 0,421 0,196 
 
 
9.3 Адъювантная полихимиотерапия РМЖ в режиме AC-Т  
 
Применение лекарственных средств таксанового ряда (паклитак-
сел, доцетаксел) показано при так называемом местно-
распространенном РМЖ, когда имеется продвинутая стадия опухолево-
го процесса с наличием метастатического поражения регионарных лим-
фатических узлов (N+). Как правило, 4 курса таксанов назначают после 
проведения 4 курсов антрациклин содержащих схем (чаще АС).  
Схема адъювантной ПХТ с включением таксанов (АС-Т) была 
использована у 13 пациенток (8,02%).  
По мере проведения курсов адъювантной ПХТ (АС-Т) наблюда-
лось достоверное (р=0,0077) снижение частоты идентификации мРНК 
BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК в периферической крови 
пациенток, страдающих РМЖ, на 53,8% с, 11 случаев до операции до 4 
случаев после 8 курсов АПХТ по схеме АС-Т. Следует отметить, что 
статистически значимого уменьшения частоты идентификации таргет-
ных ЦОК после 2 и 4 курсов АС не было. После 2 курсов Т и, главным 




стоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК 
в периферической крови пациенток, страдающих РМЖ. 
Сводные данные представлены в таблице 9.5. 
 
Таблица 9.5. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК в при проведении в послеоперационном 

























9 84,6 4 46,2 6 61,5 9 69,2 6 46,2 4 30,8 
BIRC5 + ЦОК 7 61,5 2 15,4 1 7,7 4 30,8 4 30,8 4 30,8 
HER2-neu + ЦОК  9 84,6 3 23,1 5 38,5 6 46,2 5 38,5 3 23,1 
ЦОК исчезли 0 0,0 6 46,2 3 23,1 2 15,4 0 0,0 1 7,7 
ЦОК сохранились 9 84,6 4 46,2 2 30,8 2 15,4 0 0,0 0 0,0 
ЦОК появились 
впервые 
0 0,0 0 0,0 2 15,4 2 15,4 2 15,4 2 15,4 
ЦОК появились 
вновь 
0 0,0 0 0,0 2 15,4 5 38,5 4 30,8 2 15,4 
 
Анализируя динамику исчезновения, сохранения и появления 
ЦОК во время проведения ПХТ АС-Т, установлено, что ЦОК полно-
стью исчезли у одной пациентки (7,7%). Важным является тот факт, что 
ни у одной пациентки, изначально имевшей ЦОК, к концу ПХТ, они не 
сохранились. У 2 женщин (15,4%) ЦОК появились впервые, а у 2 
(15,4%) опухолевые клетки в периферической крови то исчезали, то по-
являлись вновь. 
Суммируя данные по эффективности адъювантной терапии по 
схеме АС-Т, следует отметить ее эффективность у 69,2% пациенток и 
неэффективность у 30,8% соответственно. Важным является то, что 
данная схема достоверно приводит к эрадикации ЦОК относительно 
первоначального уровня. 
При анализе данных нормализованной экспрессии таргетрных 
генов в ЦОК относительно уровня референсного гена статистически 
значимого различия по мере проведения курсов ПХТ по схеме АС-Т в 





Таблица 9.6. – Показатели нормализованной экспрессии генов BIRC5 и 
HER2-neu в ЦОК, выделенных из обогащенных образцов перифериче-
ской крови пациенток, страдающих РМЖ, на этапе адъювантной ПХТ 
по схеме AC-Т 
 
Значение  Уровень нормализованной экспрессии таргетных генов в ЦОК 
После 4 курсов  
АПХТ АС 
После 2 курсов Т После 4 курсов Т 
BIRC5 HER2-neu BIRC5 HER2-neu BIRC5 HER2-neu 
Мин 
0,001 0,004 0,106 0,332 0,023 0,166 
Макс 
0,456 0,226 10,700 1,606 6,100 1,053 
Мед 
0,002 0,156 0,152 1,053 0,108 0,241 
 
 
9.4 Адъювантная полихимиотерапия РМЖ в режиме Т–Траст  
 
Достижением современной терапии РМЖ является применение 
моноклонального антитела против рецептора эпидермального фактора 
роста HER2-neu трастузумаба. Общепринятым является мнение, что 
трастузумаб эффективен при гиперэкспрессии онкопротеина HER2-neu 
на поверхности опухолевых клеток, которая обусловлена как правило 
амплификацией гена Her2-neu в 17 хромосоме. Гиперэкспрессию HER2-
neu определяют ИГХ методом, а в спорном случае (score 2+) исследова-
ние дополняют FISH методикой. В данном исследовании терапия трас-
тузумабом была показана 20 пациенткам (12,3%). Терапия монокло-
нальным антителом сочетается вначале с таксанами и продолжается в 
адъювантном режиме до 1 года.  
По мере проведения курсов адъювантной ПХТ в режиме Т-Траст 
достоверного снижения частоты идентификации мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК в периферической крови пациенток, 
страдающих РМЖ, зафиксировано не было (р=0,2616). Из 13 ЦОК по-
ложительных случаев до начала лечения у 10 женщин после 8 курсов 
трастузумаба отмечалось наличие в периферической крови ЦОК, экс-
прессирующих таргетные гены BIRC5 и HER2-neu (таблица 9.7). 
Анализируя динамику исчезновения, сохранения и появления 
ЦОК во время проведения ПХТ с включением трастузумаба, было уста-
новлено, что ЦОК полностью исчезли к моменту завершения терапии 
только у одной пациентки (5,0%). ЦОК сохранялись относительно ис-




Впервые опухолевые клетки в процессе системного таргетного 
лечения появились у 2 женщин (10,0%). У 4 пациенток (20,0%) ЦОК, 
экспрессирующие искомые гены, то появлялись в процессе терапии, то 
исчезали. 
Суммируя данные по эффективности адъювантной терапии по 
схеме Т-Траст, следует отметить, что она была эффективна у 10 из 20 
(50,0 %) пациенток без учета мРНК BIRC5 и HER2-neu положительных 
ЦОК. Однако, принимая во внимание данные по наличию ЦОК в пери-
ферической крови, следует отметить, что опухолевые клетки исчезли 
только у 3 из 13 женщин, положительных на мРНК BIRC5 и HER2-neu 
ЦОК, что составляет лишь 23,1%. С точки зрения фармакоэкономики 
крайне важным является тот факт, что у 10 пациенток после 8 курсов 
трастузумаба сохранялись в крови опухолевые клетки, экспрессирую-




Таблица 9.7. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК при проведении в послеоперационном 






















13 65,0 8 40,0 10 50,0 8 40,0 10 50,0 10 50,0 
BIRC5 + 
ЦОК 
9 45,0 6 30,0 6 30,0 5 25,0 8 40,0 5 25,0 
HER2-neu + 
ЦОК  
13 65,0 6 30,0 10 50,0 7 35,0 8 40,0 9 45,0 
ЦОК  
исчезли 
0 0,0 5 25,0 2 10,0 2 10,0 1 5,0 1 5,0 
ЦОК  
сохранились 
13 65,0 8 40,0 5 25,0 4 20,0 4 20,0 4 20,0 
ЦОК появились 
впервые 
0 0,0 0 0,0 2 10,0 1 5,0 2 10,0 2 10,0 
ЦОК появились 
вновь 
0 0,0 0 0,0 3 15,0 3 15,0 4 20,0 4 20,0 
 
 
При анализе данных нормализованной экспрессии таргетных ге-




чимого различия по мере проведения курсов ПХТ по схеме Т-Траст в 
уровне нормализованной экспрессии не было получено (таблица 9.8). 
 
Таблица 9.8 – Показатели нормализованной экспрессии генов BIRC5 и 
HER2-neu в ЦОК, выделенных из обогащенных образцов перифериче-
ской крови пациенток, страдающих РМЖ, на этапе адъювантной ПХТ 
по схеме Т-Траст (n=20) 
 
Значения  
Уровень нормализованной экспрессии таргетных генов в ЦОК 
После 4 курсов  
АПХТ Т-Траст 
После 6 курсов  
АПХТ Т-Траст 
После 8 курсов  
АПХТ Т-Траст 
Мин 0,004 0,035 0,090 0,166 0,023 0,002 
Макс 2,024 3,344 10,700 4,910 6,100 1,262 
Медиана 0,269 0,179 0,231 0,548 0,316 0,322 
 
 
9.5 Место гормонотерапии в лечении минимальной остаточ-
ной болезни 
 
Гормонотерапия антиэстрогенным лекарственным средством та-
моксифеном показана при подтвержденном ИГХ методом люминальном 
А и люминальном Б молекулярно-биологических подтипах как в само-
стоятельном адъювантном режиме при низком риске прогрессирования 
опухолевого процесса, так и в составе комплексного лечения РМЖ в 
дополнение к остальным методам терапии (ПХТ, ЛТ) в группах средне-
го и высокого риска прогрессирования. 
Гормональная терапия проводилась 35 пациенткам (21,6%). Мо-
ниторинг ЦОК проводился по аналогии с курсами АПХТ через каждых    
2 месяца ГТ.  
По мере проведения ГТ наблюдалось достоверное снижение ча-
стоты идентификации мРНК BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных 
ЦОК в периферической крови пациенток, страдающих РМЖ с 22 случа-
ев до операции до 15 случаев после 8 месяцев ГТ (на 20,0%). Однако 
следует отметить, что снижение достигнутое, к 8 месяцу ГТ, не является 
достоверным (р=0,0752). На протяжении предыдущих месяцев досто-








Таблица 7.9. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК 


















абс. % абс. % абс. % абс. % абс. % абс. % 
ЦОК положи-
тельные случаи 
22 62,9 21 60,0 19 54,3 19 54,3 21 60,0 15 42,9 
BIRC5 + 
ЦОК 
13 37,1 13 37,1 9 25,7 11 31,4 13 37,1 5 14,3 
HER2-neu +  
ЦОК  
20 57,1 13 37,1 13 37,1 13 37,1 11 31,4 13 37,1 
ЦОК исчезли 0 0,0 17 48,6 6 17,1 3 8,6 4 11,4 4 11,4 
ЦОК  
сохранились 
22 62,9 17 48,6 11 31,4 6 17,1 6 17,1 5 14,3 
ЦОК появились 
впервые 
0 0,0 4 11,4 2 5,7 1 2,9 0 0,0 0 0,0 
ЦОК появились 
вновь 




На фоне гормональной терапии ЦОК исчезли у 4 пациенток 
(11,4%), а у 5 (14,3%) сохранились. На фоне антиэстрогенного лечения 
также была отмечена группа пациенток в количестве 10 человек после 8 
месяцев терапии, у которых ЦОК появились в периферической крови 
вновь (28,6%). Как положительный момент данного вида лечения, кото-
рое напрямую связано с низким риском прогрессирования заболевания, 
следует отметить отсутствие случаев появления ЦОК «de novo». 
Анализируя данные нормализованной экспрессии таргетных ге-
нов в ЦОК относительно уровня референсного гена, статистически зна-
чимого различия по мере проведения ГТ в уровне нормализованной 









Таблица 9.10. – Показатели нормализованной экспрессии генов BIRC5 и 
HER2-neu в ЦОК, выделенных из обогащенных образцов перифериче-
ской крови пациенток, страдающих РМЖ, при проведении гормоноте-
рапии (n=35) 
 
Значения  Уровень нормализованной экспрессии таргетных генов в ЦОК 
После 4 мес. ГТ После 6 мес. ГТ После 8 мес. ГТ 
Мин 0,001 0,002 0,037 0,004 0,020 0,034 
Макс 1,661 1,262 9,095 0,803 2,584 3,344 
Медиана 0,304 0,188 0,399 0,148 0,122 0,206 
 
9.6 Место лучевой терапии в терапии минимальной остаточ-
ной болезни 
 
Лучевая терапия как составная часть комплексного и комбини-
рованного лечения была проведена 72 пациенткам (44,4%). 26 женщин 
получили послеоперационную ЛТ в качестве обязательной программы 
при I стадии опухолевого процесса после радикальной резекции молоч-
ной железы. Остальным 46 женщинам была проведена ЛТ в составе 
комплексного лечения РМЖ после проведения курсов адъювантной 
ПХТ при наличии метастазов в регионарных лимфатических узлах (N+).  
После завершения послеоперационной ЛТ как этапа органосо-
храняющего лечения при I стадии РМЖ после радикальной резекции 
молочной железы было зафиксировано достоверное снижение частоты 
выявления ЦОК на 43% (p<0,05) с 15 до 4 ЦОК положительных случаев.  
Сводные данные представлены в таблице 9.11. 
 
Таблица 9.11. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК на этапе послеоперационной ЛТ после 
радикальной резекции молочной железы при I стадии опухолевого про-
цесса (n=26) 
 
Значения  Частота выявления мРНК BIRC5 и мРНК HER2-
neu положительных ЦОК 
До операции После операции После ЛТ 
абс. % абс. % абс. % 
ЦОК положительные случаи 15 58 11 42 4 15 
BIRC5 + ЦОК 12 46 8 31 2 8 





В противоположность вышесказанному, после завершения ЛТ 
как этапа комплексного лечения при местно-распространенных формах 
РМЖ после адъювантной ПХТ не было зафиксировано достоверного 
снижения частоты выявления ЦОК по сравнению с исходным уровнем 
до начала специального лечения с 72% до 67% соответственно (p<0,05). 
Таким образом, ЛТ после ПХТ существенного влияния на МОБ не ока-
зывает (таблица 9.12). 
 
 
Таблица 9.12. – Динамика частоты выявления мРНК BIRC5 и   
мРНК HER2-neu положительных ЦОК на этапе послеоперационной ЛТ 
после радикальной резекции молочной железы при I стадии опухолево-
го  
 
Значения  Частота выявления мРНК BIRC5 и  
мРНК HER2-neu положительных ЦОК 
До операции После ПХТ После ЛТ 
абс. % абс. % абс. % 
ЦОК положительные случаи 33 72 22 48 31 67 
BIRC5 экспрессирующие ЦОК 21 46 9 20 13 28 




9.7 Эффективность терапии минимальной остаточной болез-
ни при раке молочной железы 
 
При сравнении эффективности различных схем системной тера-
пии РМЖ в отношении элиминации из периферического кровотока 
мРНК BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК установлено сле-
дующее. Системная терапия, а именно схемы терапии CAF (CEF), AC 
(EC) АС-Т, приводит к достоверному снижению частоты идентифика-
ции ЦОК, экспрессирующих гены сурвивина и рецептора эпидермаль-
ного фактора роста относительно исходного уровня, полученного до 
начала специального противоопухолевого лечения (р<0,05). Наиболее 
существенно влияние на уменьшение частоты выявления ЦОК в пери-




пии сочетания антрациклинов с последующим назначением таксанов 
(паклитаксел, доцетаксел), позволяющая снизить частоту МОБ по срав-
нению с другими схемами с 84,6% до 30,8% (р=0,006) (таблица 9.13, ри-
сунок 9.1).  
 
 
Таблица 9.13 – Эффективность различных схем системной адъювантной 
терапии РМЖ в отношении элиминации мРНК BIRC5 и мРНК HER2-
neu положительных ЦОК 
 
 
Схема адъювантной с 
истемной терапии РМЖ 
Частота выявления мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК 
р 





абс. % абс. % абс. % 




CAF (n=46) 37 80,4 21 45,7 23 50,0 
AC-T (n=13) 11 84,6 6 46,2 4 30,8 
Т-Траст (n=20) 13 65,0 8 40,0 10 50,0 
ГТ (n=35) 22 62,9 21 60,0 15 42,9 
 
Наиболее часто применяемая схема терапии CAF (CEF) оказа-
лась эффективной в отношении эрадикации ЦОК, экспрессирующих ге-
ны BIRC5 HER2-neu, в 29,6% случаев, что было сопоставимо с резуль-
татами терапии по схеме АС (ЕС) – 26,6% (р>0,05). Как ни удивительно, 
но таргетное применение моноклонального антитела трастузумаба со-
гласно результатам ИГХ (FISH) оказалось менее эффективным в отно-
шении ЦОК, экспрессирующих таргетные для данного лекарственного 
средства ген рецептора эпидермального фактора роста HER2-neu. Гор-














Рисунок 9.1. – Эффективность различных схем системной адъювантной  




Важным знанием, полученным в ходе этого исследования, яви-
лись данные, отражающие взаимосвязь наличия мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительных ЦОК до операции, сохранения их после опе-
рации и системной терапии с клинико-анатомическими характеристи-
ками первичной опухоли, а также ее патологоанатомическими и моле-
кулярно-биологическими особенностями. 
Необходимо обратить внимание на то, что имеет место досто-
верное изменение частоты идентификации мРНК BIRC5 и мРНК HER2-
neu положительных ЦОК в периферической крови пациенток, страдаю-
щих РМЖ, от исходного уровня до начала лечения, т.е. до операции и 
после завершения системной терапии, которое достоверно сопряжено с 
размерами первичной опухоли T (р=0,042), с наличием пораженных ме-
тастазами регионарных лимфатических узлов и их количеством N+ 
(р=0,049). Таким образом, согласно проведенному статистическому 
анализу, частота выявления МОБ по экспрессии гена BIRC5 и HER2-neu 
в контексте проведения противоопухолевой терапии (операция, химио-





9.8 Риск прогрессирования РМЖ после завершения специ-
ального лечения минимальная остаточная болезнь 
 
При анализе относительных рисков прогрессирования РМЖ в 
контексте наличия ЦОК, экспрессирующих таргетные гены сурвивина и 
рецептора эпидермального фактора роста HER2-neu, до начала специ-
альной противоопухолевой терапии, а также в контексте МОБ после за-
вершения лечения получены следующие данные. 
После завершения комплексного лечения в течение одного года 
прогрессирование заболевания было диагностировано у 29 пациенток, 
что составило 17,9%. Из них умерло в течение этого года 4 женщины. 
Таким образом общая однолетняя скорректированная опухольспецифи-
ческая выживаемость составила 97,53%, скорректированная безреци-
дивная опухольспецифическая выживаемость составила 82,1%. При 
анализе данных, представленных на рисунке 9.2, обращает на себя вни-
мание тот факт, что более половины пациенток, у которых был диагно-
стирован прогресс заболевания (59%), получили адъювантную ПХТ по 
схеме CAF, 28% – по схеме АС. У 17% женщин прогрессирование раз-
вилось на фоне гормонотерапии. Лишь у одной пациентки (3%) возврат 
болезни произошел после таксан-содержащей схемы ПХТ АС-Т. 
Следует отметить, что в данной группе пациенток у 24 из 29 
(82,7%) имела место диссеминация опухолевых клеток до начала лече-
ния, подтвержденная идентификацией мРНК BIRC5 и HER2-neu поло-
жительных ЦОК. Кроме того, после завершения всей программы проти-
воопухолевой терапии у 17 (58,6%) женщин данные опухолевые клетки 
сохранялись в периферической крови. 
 
 
Рисунок 9.2. – Схемы адъювантной ПХТ РМЖ, проведенные пациенткам 






При расчете и анализе относительных рисков прогрессирования 
в зависимости от наличия и отсутствия мРНК BIRC5 и HER2-neu поло-
жительных ЦОК до начала лечения и после его завершения были полу-
чены следующие данные (таблица 9.14). 
 
Таблица 9.14. – Показатели относительных рисков прогрессирования 
РМЖ после лечения в зависимости от наличия мРНК BIRC5 и  
HER2-neu положительных ЦОК до начала лечения и сохранения  
их после лечения  
 
Показатели рисков Значения  
Наличие мРНК 
BIRC5 и HER2-neu 
положительных 
ЦОК до начала ле-
чения  
Сохранение 





Абсолютный риск в основной группе 
(EER) 
0,209 0,256 
Абсолютный риск в контрольной группе 
(CER) 
0,043 0,071 
Относительный риск (RR) 4,904 3,590 
Стандартная ошибка относительного рис-
ка (S) 
0,715 0,438 
Нижняя граница 95% ДИ (CI) 1,207 1,521 
Верхняя граница 95% ДИ (CI) 19,929 8,472 
Снижение относительного риска (RRR) 3,904 2,590 
Разность рисков (RD) 0,166 0,185 
Число больных, которых необходимо ле-
чить (NNT) 
6,019 5,406 
Чувствительность (Se) 0,923 0,769 
Специфичность (Sp) 0,331 0,574 
 
Согласно данным, представленным в таблице 9.14, относитель-
ный риск прогрессирования РМЖ при наличии ЦОК, экспрессирующих 
таргетные гены, составляет 4,904 (95% ДИ: 1,207–19,929), данные до-
стоверны (нижняя граница 95% ДИ>1). Относительный риск прогресси-
рования РМЖ после завершения специального комплексного противо-
опухолевого лечения и с подтвержденной МОБ (мРНК BIRC5 и HER2-
neu положительные ЦОК) несколько ниже и составляет 3,590 (95% ДИ: 
1,521–8,472), но данные также достоверны (нижняя граница 95% ДИ>1). 




Показатели относительных шансов прогрессирования заболева-
ния представлены в таблице 9.15. 
 
Таблица 9.15. – Показатели относительных шансов прогрессирования 
РМЖ после лечения в зависимости от наличия мРНК BIRC5 и HER2-
neu положительных ЦОК до начала лечения и сохранения их после ле-
чения  
 
Показатели рисков Значения  
Наличие мРНК BIRC5 
и HER2-neu положи-
тельных ЦОК до 
начала лечения  
Сохранение мРНК 
BIRC5 и HER2-neu 
положительных 
ЦОК после лечения 
Отношение шансов (OR) 5,934 4,483 
Стандартная ошибка отношения 
шансов (S) 
0,758 0,497 
Нижняя граница 95% ДИ (CI) 1,343 1,693 




Данное исследование ставит перед собой целю предоставить 
ценную клиническую информацию для лечения пациенток, страдающих 
РМЖ, и, главным образом, рассматривает вопрос о том, следует ли из-
менить существующий протокол лечения женщин в соответствии с кон-
стантным обнаружением функционально активных ЦОК в перифериче-
ской крови после трех-шести недель терапии вместо того, чтобы ждать 
появления клинических и рентгенологических доказательств прогресси-
рования опухолевого процесса. 
Доказано, что последовательная оценка количества ЦОК в тече-
ние лечения при метастатическом РМЖ обеспечивает достоверную 
оценку клинических исходов и представляет собой более точный инди-
катор ответа на лечение по сравнению с существующими рентгенологи-
ческими методами визуализации [571, 572, 573]. Кроме того, было пока-
зано, что количество ЦОК превосходит по прогностической ценности 
метаболическую визуализацию ПЭТ/КТ с 2- [фтор-18] фтор-2-дезокси-
D-глюкозой [574].  
Решение о тактике проведения адъювантной терапии и, главным 
образом, системной терапии должно основываться на предсказании 
чувствительности к конкретному виду лечения, с оценкой пользы от его 




Все пациентки получали адъювантное лечение в соответствии с 
имеющимися рекомендациями (алгоритмами) [501] с учетом стратифи-
кации на группы риска. 22 из 29 пациенток были отнесены к группе 
промежуточного (9) и высокого (13) риска прогрессирования. Согласно 
данным экспертов St. Gallen 2015 [575], химиотерапия показана в абсо-
лютном большинстве случаев при базальном РМЖ, HER-позитивном 
раке, а также при HER2-негативном люминальном Б раке [степень дока-
зательности IA]. Абсолютная польза от применения химиотерапии бо-
лее выражена у пациенток с эстроген-негативными опухолями. При 
гормонопозитивных опухолях химиотерапия оказывает свое действие, 
как считается, через подавление функции яичников [576]. Наиболее ча-
сто используемые режимы адъювантной ПХТ содержат антрациклины 
и/или таксаны. Четыре цикла доксорубицина с цциклофосфаном (АС) 
считаются эквивалентными шести курсам CMF. Важным моментом яв-
ляется тот факт, что не доказана [I, C] дополнительная польза от шести 
циклов трехкомпонентной антрациклин-содержащей схемы циклофос-
фан доксорубицин (эпирубицин) фторурацил (CAF/CEF) [576]. 
Добавление таксанов повышает эффективность химиотерапии 
вне зависимости от возраста, статуса лимфоузлов, размера и гистологи-
ческой степени злокачественности опухоли, экспрессии рецепторов 
гормонов и использования тамоксифена [576]. Последовательное при-
менение антрациклинов и таксанов обладает преимуществом перед их 
одновременным применением [I, B] [577]. Имеются данные о том, что 
последовательность «таксаны-антрациклины» может быть более эффек-
тивной, чем традиционное применение антрациклинов с последующим 
переходом на таксаны [578]. В целом, режимы, содержащие антрацик-
лины и таксаны, снижают смертность от РМЖ на треть [579]. 
Результаты данного исследования, также показывают эффектив-
ность таксан-содержащей схемы адъювантного системного лечения 






ОПТИМИЗАЦИЯ АДЪЮВАНТНОГО ЛЕЧЕНИЯ РАКА 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ С УЧЕТОМ МИНИМАЛЬНОЙ 
ОСТАТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ 
 
10.1 Методика оценки эффективности химиотерапии РМЖ 
 
С учетом данных, полученных на этапах специального лечения в 
процессе проспективного исследования состояния МОБ на этапах спе-
циального лечения РМЖ была разработана методика оценки эффектив-
ности химиотерапии на основе оценки экспрессии генов ErbB-2/HER2-
neu и BIRC5 сурвивина в ЦОК, выделенных из периферической крови 
пациенток.  
Сущность метода заключается в том, что изначально определяет-
ся исходное состояние по МОБ после хирургического этапа лечения 
РМЖ, а в последующим на этапах адъювантной ПХТ контролируется 
состояние по МОБ с коррекцией схемы ПХТ с учетом полученных дан-
ных. 
 
10.1.1 Описание технологии использования метода с указани-
ем этапов  
 
1. Забор биологического материала. 
Забор периферической венозной крови осуществляют утром 
натощак из локтевой вены в стерильную вакуумную пробирку объемом 
5 мл с К2ЭДТА. 
2. Определение экспрессии генов ErbB-2/Her2-neu и Survivin 
(BIRC5) в ЦОК.  
2.1. Определение экспрессии гена ErbB-2/Her2-neu. 
2.1.1. Из ЦОК выделяют РНК человека. 
2.1.2. Проводят реакцию обратной транскрипции для получения 
кДНК. 
2.1.3. Полученную кДНК используют для проведения TaqMan 
ПЦР в режиме реального времени с использованием необходимых пар 
праймеров и зондов для ErbB-2/Her2-neu и для контрольного референс-
ного гена с-ABL, затем проводят амплификацию по программе: 1 цикл: 
95ºС – 4 мин.; 45 циклов: 95ºС – 30 с, 59ºС – 1 мин., проводят детекцию 
флуоресценции по каналам FAM для гена ErbB-2/Her2-neu и FAM для 
гена с-ABL. 
Наличие экспрессии гена ErbB-2/Her2-neu определяется по кана-
лу FAM, при этом значения порогового цикла находятся в пределах от 
18 до 35, и по каналу FAM для гена с-ABL, значение порогового цикла 




2/Her2-neu определяется по каналу FAM – значение порогового цикла 
не определяется или больше 35, а по каналу FAM для гена с-ABL значе-
ние порогового цикла находится в пределах от 18 до 35. 
2.2. Определение экспрессии гена Survivin (BIRC5). 
2.2.1. Из ЦОК выделяют РНК человека. 
2.2.2. Проводят реакцию обратной транскрипции для получения 
кДНК. 
2.2.3. Полученную кДНК используют для проведения TaqMan 
ПЦР в режиме реального времени с использованием необходимых пар 
праймеров и зондов для гена Survivin (BIRC5) и для контрольного рефе-
ренсного гена с-ABL, затем проводят амплификацию по программе: 1 
цикл: 95ºС – 4 мин.; 45 циклов: 95ºС – 30 с, 59ºС – 1 мин., проводят де-
текцию флуоресценции по каналам FAM для гена Survivin (BIRC5) и 
FAM для гена с-ABL. 
Наличие экспрессии гена Survivin (BIRC5) определяется по кана-
лу FAM, при этом значения порогового цикла находятся в пределах от 
18 до 35, и по каналу FAM для гена с-ABL, значение порогового цикла 
находится в пределах от 18 до 35. Отсутствие экспрессии гена Survivin 
(BIRC5) определяется по каналу FAM – значение порогового цикла не 
определяется или больше 35, а по каналу FAM для гена с-ABL значение 
порогового цикла находится в пределах от 18 до 35. 
3. Интерпретация результатов. 
3.1. В случае если не определяется нормализованная экспрессия 
генов ErbB-2/Her2-neu и Survivin (BIRC5) в образце, то делают заклю-
чение об отсутствии в исследуемом материале ЦОК. 
3.2. В случае, если определяется нормализованная экспрессия ге-
нов ErbB-2/Her2-neu и Survivin (BIRC5) одновременно либо по отдель-
ности в пределах от 18 до 35 пороговых циклов, то делают заключение о 
присутствии ЦОК в образце. 
3.3. В случае если определяется снижение уровня нормализован-
ной экспрессии генов ErbB-2/Her2-neu и Survivin (BIRC5) в образце 
вплоть до отсутствия последней относительно исходного уровня, уста-
новленного до начала лечения, то делают заключение об эффективности 
проводимой терапии таргетными лекарственными средствами анти-Her2 
группы, а также антрациклинами и таксанами.  
4. Принятие управленческого решения. 
В случае если определяется или повышается уровень нормализо-
ванной экспрессии генов ErbB-2/Her2-neu и Survivin (BIRC5) в образце 
относительно исходного уровня, установленного до начала лечения, то 
делают заключение об отсутствии эффективности проводимой терапии 
таргетными лекарственными средствами анти-Her2 группы, антрацик-





10.1.2. Принятие решения о смене схемы ПХТ 
 
С учетом проведенных исследований определено, что показани-
ем для смены схемы ПХТ является оценка ее эффективности после 2 
курсов. Это критический срок. При сохранении мРНК BIRC5 и мРНК 
Her2-neu положительных ЦОК после 2 курсов ПХТ по схеме АС, EC, 
CAF, CEF либо появлении таргетных ЦОК при их отсутствии изначаль-
но показан переход на препараты таксанового ряда (паклитаксел, доце-
таксел) до 4 курсов. При сохранении экспрессирующих ген сурвивина и 
ген рецептора эпидермального фактора роста ЦОК в периферической 
крови пациенток, страдающих РМЖ, после 4 курсов таксанов, особенно 
с экспрессией BIRC5, показано проведение дополнительных курсов мо-
нохимиотерапии лекарственными средствами капецитабин или гемци-
табин в метрономном режиме. 
 
10.2 Клиническая апробация разработанной методики оцен-
ки эффективности химиотерапии и метода лечения минимальной 
остаточной болезни при РМЖ 
 
На группе пациенток в составе 30 человек была апробирована 
методика оценки эффективности проводимой адъювантной ПХТ с при-
менением методики лечения МОБ. Данная подгруппа женщин (n=30) по 
возрасту, сопутствующей патологии и, главное, по характеристикам 
опухолевого процесса была сопоставима с первой подгруппой (n=162) 
(см. главу «Материалы и методы исследования»). 
При анализе состояния периферической крови данной подгруп-
пы пациенток было установлено, что у 20 из 30, что составило 66,7% 
имело место наличие ЦОК, которые экспрессировали гены BIRC5 и 
HER2-neu. Показатели эксперессии таргетных генов представлены в 
таблице 10.1 и на рисунке 10.1. 
 
Таблица 10.1. – Показатели нормализованной экспрессии генов  
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 






Med Мin Мax LQ UQ 
BIRC5 (n=16) 0,127250 0,001375 0,987400 0,030167 0,329700 
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Рисунок 10.1. – Показатели нормализованной экспрессии генов BIRC5 и HER2-
neu в ЦОК, выделенных из периферической крови пациенток, страдающих 
РМЖ, до начала лечения (n=30) 
 
После проведенных радикальных оперативных вмешательств 
(радикальная мастэктомия по Маддену – 18, радикальная резекция мо-
лочной железы – 12) таргентные ЦОК были идентифицированны у 16 
пациенток, что составило 53,3%. Показатели эксперессии таргетных ге-
нов представлены в таблице 10.2 и на рисунке 10.2. 
 
Таблица 10.2. – Показатели нормализованной экспрессии генов  
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 






Med Мin Мax LQ UQ 
BIRC5 (n=10) 0,212375 0,090100 0,839290 0,126225 0,524450 





Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 














Рисунок 10.2. –Показатели нормализованной экспрессии генов BIRC5 и HER2-
neu в ЦОК, выделенных из периферической крови пациенток, страдающих 
РМЖ, после операции (n=30) 
 
При сравнении показателей уровня нормализованной экспрессии 
определяемых генов в ЦОК достоверной разницы установлено не было. 
Так, для гена BIRC5 р=0,459, а для гена HER2-neu p=0,495. 
В соответствии с данными, полученными после оперативного 
лечения, а именно информацией о патогистологической стадии опухо-
левого процесса, молекулярно-биологическом подтипе опухоли и т. д., 
было спланировано дальнейшее адъювантное лечение данной подгруп-
пы пациенток (таблица 10.3). 
 
Таблица 10.3. – Схемы адювантной системной терапии РМЖ  
пациенток второй подгруппы (n=30) 
 
№ п./п. Схема адъювантной системной терапии n (%) 
1 6 CAF (циклофосфан, доксорубицин, фторурацил) 7 (23,3) 
2 4 AC (доксорубицин, циклофосфан) 10 (33,3) 
3 4 AC – 4 T (доксорубицин, циклофосфан, паклитаксел) 4 (13,3) 




После 2 курсов адъювантной ПХТ, а также после 2 месяцев при-
ема тамоксифена был проведен анализ на МОБ. Было установлено, что 
у 11 пациенток (36,7%), получавших химиотерапию в адъювантном ре-
жиме по одной из схем (CAF или АС), имело место подтверждение 
МОБ. В 9 образцах определилась экспрессия гена BIRC5, а в 8 образцах 
отмечалась экспрессия HER2-neu. Сводные данные по показателям экс-
прессии представлены в таблице 10.4 и на рисунке 10.3. 
 
Таблица 8.4. – Показатели нормализованной экспрессии генов  
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 
крови пациенток, страдающих РМЖ, после 2 курсов АПХТ (n=30) 
 




Med Мin Мax LQ UQ 
BIRC5 (n=9) 0,287300 0,013750 2,842400 0,142000 0,455500 
Her2-neu (n=8) 0,312750 0,075360 1,128000 0,200413 0,717325 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 











Рисунок 10.3. –Показатели нормализованной экспрессии генов 
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 





Согласно разработанной методике, этим 11 пациенткам была за-
менена схема терапии на таксаны, в частности, на паклитаксел. После 
проведения 2 курсов Т было отмечено уменьшение частоты МОБ до 8 
случаев. Сводные данные по уровням нормализованной экспрессии 
представлены в таблице 10.5 и на рисунке 10.4. 
 
Таблица 10.5. – Показатели нормализованной экспрессии генов 
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 
крови пациенток, страдающих РМЖ, после 4 курсов АПХТ (2Т) (n=30) 
 




Med Мin Мax LQ UQ 
BIRC5 (n=7) 0,244205 0,033660 1,485000 0,120700 0,387175 
Her2-neu (n=4) 0,337500 0,128750 1,661000 0,156375 1,076000 
 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 














Рисунок 10.4. – Показатели нормализованной экспрессии генов 
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 






После 4 курсов паклитаксела было установлено, что в перифери-
ческой крови только 3 из 20 пациенток имело место наличие таргетных 
ЦОК, экспрессирующих как ген BIRC5 так, и ген HER2-neu. Следует 
отметить, что у 2 женщин впервые появились ЦОК, экспрессирующие 
BIRC5, на фоне терапии по схеме АС-Т. Сводные данные по уровням 
нормализованной экспрессии представлены в таблице 10.6 и на рисунке 
10.5. 
 
Таблица 10.6. – Показатели нормализованной экспрессии генов 
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 
крови пациенток, страдающих РМЖ, после 6 курсов АПХТ (4Т) (n=30) 
 




Med Мin Мax LQ UQ 
BIRC5 (n=5) 0,190443 0,070300 1,262250 0,095500 0,761218 
Her2-neu (n=3) 0,322429 0,189700 1,605600 0,317017 0,830500 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 












Рисунок 8.5. – Показатели нормализованной экспрессии генов 
BIRC5 и HER2-neu в ЦОК, выделенных из периферической 






При сравнении показателей уровня нормализованной экспрессии 
определяемых генов в ЦОК с момента первого определения и после за-
вершения курсов адъювантной ПХТ была установлена достоверная раз-
ница для гена BIRC5 (рисунки 10.6–10.7). К завершению 4 курсов Т от-

















Рисунок 10.6. – Динамика изменения нормализованной экспрессии гена 
















Рисунок 10.6. – Динамика изменения нормализованной экспрессии гена 
HER2-neu в ЦОК в процессе лечения РМЖ (n=30) 
Box & Whisker Plot
 Median 
 25%-75% 































10.3 Монохимиотерапия гемцитабином 
 
После 4 курсов паклитаксела у 5 пациенток имело место сохра-
нение мРНК BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК в обога-
щенных образцах периферической крови.  
Согласно литературным данным [580] при развитии резистент-
ности к химиопрепаратам базовой терапии РМЖ, которая связана с уве-
личением экспрессии генов семейства АВС-транспортеров, могут быть 
эффективны лекарственные средства, относящиеся к группе антимета-
болитов, подгруппе антогонистов пиримидина. Наиболее распростране-
ны в нашей республике лекарственные средства гемцитабин и капеци-
табин.  
Гемцитабин, антиметаболит, конвертированный в дифтордиок-
сицитидина трифосфат, подавляет синтез ДНК путем ингибиции ДНК-
полимеразы, что приводит к терминации удлинения цепи ДНК. Дифос-
фат, ингибирует активность рибонуклеотидредуктазы, тем самым исто-
щая внутриклеточные запасы диоксиуридинмонофосфата, необходимо-
го для синтеза ДНК [581]. Согласно имеющимся данным, гемцитабин 
обладает выраженной противоопухолевой активностью и хорошей пе-
реносимостью при различных злокачественных новообразованиях, 
включая рак молочной железы. 
Монотерапия гемцитабином позволила получить ответы на ле-
чение в 37% случаев в первой линии ХТ [582], в 26% случаев – во вто-
рой и в 18% случаев в третьей линии [583]. Гемцитабин обладает уни-
кальным механизмом действия и благоприятным профилем токсично-
сти, тем самым ограничивая риск развития резистентности и чрезмер-
ной токсичности у предварительно пролеченных больных, что делает 
его прекрасным агентом для комбинированной химиотерапии. Резуль-
таты последних исследований II и III фазы, изучавших комбинации гем-
цитабина с таксанами, платино-содержащими препаратами, винорелби-
ном, антрациклинами и 5–фторурацилом, показали преимущества при-
менения комбинаций с гемцитабином по сравнению с использованием 
любого из перечисленных препаратов в режиме монотерапии, особенно 
у предварительно пролеченных больных. Эффективность монотерапии 
гемцитабином изучена как минимум в шести клинических исследовани-
ях II фазы (табл. 1) [582–587]. Частота ответов в первой линии терапии 
составляла 37 и 14% [582, 586]. В остальных исследованиях, проводи-
мых в большинстве случаев среди предварительно пролеченных паци-
ентов, уровень ответов достигал 17–29% [583, 584, 585, 587]. Основным 
побочным эффектом препарата была нейтропения 3–4 степени тяжести, 
возникшая у 19–31% пациентов. Предшествующие исследования пока-




В данном исследовании 5 пациенткам, у которых после заверше-
ния всего комплекса специального лечения РМЖ сохранились мРНК 
BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК, для эрадикации по-
следних было проведено еще 4 еженедельных курса монохимиотерапии 
гемцитабином в режиме 800–1000 мг/м2 внутривенно.  
После 4 курсов монохимиотерапии гемцитабином ни у одной па-
циентки таргетных ЦОК в периферической крови не определялось. Та-
ким образом, была достигнута 100% эрадикация опухолевых клеток в 
периферической крови. 
 
10.4 Выживаемость пациенток при оптимизации протокола 
адъювантного лечения РМЖ 
 
В течение 12 месяцев наблюдения за второй подгруппой женщин 
прогрессирование РМЖ развилось у 2 пациенток, что составило 6,67%. 
Таким образом безрецидивная скорректированная однолетняя опухоле-
спецфическая выживаемость составила 93,33%. В течение года никто из 
пациенток не умер. Общая опухолеспецифическая заболеваемость со-
ставила 100%. Сводные данные сравнения однолетней общей и безре-
цидивной скорректированной выживаемости представлены в таблице 
10.7. 
 
Таблица 10.7. – Показатели однолетенй безрецидивной и общей  
скорректированной выживаемости пациенток, страдающих  














1 подгруппа 162 82,1 97,5 
2 подгруппа 30 93,3 100 
р 0,0465 0,5039 
 
Рассматривая материалы, представленные в таблице 10.7, необ-
ходимо отметить тот факт, что имеет место достоверное увеличение 
безрецидивной однолетней выживаемости во второй подгруппе пациен-
ток на 11,2% (р=0,0465) с полной эрадикацией ЦОК в периферической 
крови. При сравнении общей однолетней скорректированной выживае-
мости достоверных отличий не выявлено, хотя во второй подгруппе ни 
одна из пациенток не умерла, в отличи от первой подгруппы, где умер-






В результате работы впервые в Республике Беларусь были со-
зданы, прошли клинические испытания и зарегистрированы в установ-
ленном порядке оригинальные тест-системы отечественного производ-
ства для определения количественной суммарной оценки транскриптов 
сурвивина (семейство ингибиторов апоптоза), включая все известные 
варианты сплайсинга в образцах РНК/мРНК, для определения количе-
ственной суммарной оценки транскриптов HER2-neu, включая все из-
вестные варианты сплайсинга в образцах РНК/мРНК, для определения 
количественной суммарной оценки транскриптов с-ABL, включая все 
известные варианты сплайсинга в образцах РНК/мРНК и для определе-
ния количественной суммарной оценки транскриптов M-BCR, включая 
все известные варианты сплайсинга в образцах РНК/мРНК. 
Доказано, что использование технологии экспресс-выделения 
ЦОК на основе ковалентно-связанных антител для CD326 (EpCAM) на 
немагнитную полимерную матрицу крупных микросфер с последующей 
изоляцией ЦОК по размеру, выделением мРНК, синтезом кДНК и де-
текцией ЦОК по экспрессии генов HER2-neu и BIRC5/сурвивин досто-
верно (р=0,000), более чем в 2,5 раза чаще выявляло субстрат метаста-
зов – ЦОК в парных образцах периферической крови, чем коммерчески 
доступная технология иммуномагнитного обогащение ЦОК через эпи-
телиальные и связанные с опухолью антигены против MUC-1 и GA733-
2 (EpCAM), с последующими сепарацией меченых ЦОК магнитным 
концентратором частиц, выделением мРНК, синтезом кДНК и детекци-
ей ЦОК по экспрессии генов HER2-neu, GA733-2 и MUC-1. 
Полученные данные по исследованию экспрессии гена BIRC5 и 
его белкового продукта семейства ингибиторов апоптоза протеина сур-
вивна позволяют рассматривать данный ген и его продукт как один из 
опухолеспецифических маркеров опухолевой ткани карциномы молоч-
ной железы. Его корреляционная связь с известным прогностическим 
фактором, таким как экспрессия онкопротеина рецептора эпидермаль-
ного фактора роста HER2/NEU (r= - 0,285, p<0,05), и активная тран-
скрипция кодирующего гена (r=0,704, p<0,01) позволяют рассматривать 
белок сурвивин и ген его кодирующий BIRC5 как неблагоприятный 
прогностический фактор и использовать его в качестве не только мар-
кера МОБ, в частности для идентификации ЦОК в периферической кро-
ви, но и как маркер ответа на химотерапию, в том числе и таргетную. 
При первичном неметастатическом РМЖ частота идентифика-
ции ЦОК составила 68,27%. ЦОК, выделенные из периферической кро-
ви пациенток, страдающих ранним неметастатическим РМЖ, несут вы-
раженный гетерогенный транскрипционный фенотип, отвечающий за 




Профиль экспрессируемых генов в ЦОК достоверно не коррели-
рует с известными прогностическим факторами, за исключением слабой 
связи экспрессии HER2-neu в ЦОК и метастатическим поражением ре-
гионарных лимфатических узлов (r=0,144; р=0,047).  
В 74% случаев ЦОК экспортируют по меньшей мере один из 
маркеров ЭМП, а 46,4% – маркер стволовой опухолевой клетки ALDH1. 
В 86% ЦОК определялась экспрессия как минимум одного гена лекар-
ственной устойчивости семейства АВС-транспортеров. Установлена 
сильная достоверная корреляция между AKT и PI3K (r=0,782; р<0,01). 
Установлена умеренная статистически значимая корреляция между 
уровнями нормализованной экспрессии генов BIRC5 и HER2-neu 
(r=0,526; р<0,01), а также между HER2-neu и PI3K (r=0,307; р<0,01). 
Также установлена положительная слабая корреляция между экспресси-
ей гена BIRC5 и генами-маркерами ЭМП TWIST и генами ABCB1 и 
ABCC1. Экспрессия гена HER2-neu слабо коррелировала с экспрессией 
генов ЭМТ и ALDH1. Слабая корреляционная связь установлена между 
самими генами лекарственной устойчивости семейства АВС-
транспортеров. 
Транскрипционный профиль ЦОК до начала лечения позволяет 
судить о возможной резистентности опухолевых клеток к возможным 
терапевтическим лекарственным воздействиям. Потенциально рези-
стентными случаями были приняты 68% случаев первичного неметаста-
тического РМЖ. 
Ранняя диссеминация опухолевых клеток при первичном немета-
статическом РМЖ, подтверждаемая наличием мРНК BIRC5 и мРНК 
HER2-neu положительными ЦОК, в 71%, способствует сохранению 
ЦОК в периферической крови пациенток до 51,3%, несмотря на прове-
денное хирургическое вмешательство. В ряде случаев оперативное 
вмешательство способствует выходу новых опухолевых клеток в пери-
ферический кровоток (7,8%). 
Объем операции влияет на сохранение ЦОК в периферической 
крови. После радикальной мастэктомии по Маддену частота сохранения 
ЦОК была достоверно ниже, чем после радикальной резекции молочной 
железы и составила 46,9% против 61,8% (р=0,039). 
Способствующими факторами для сохранения функционально 
активных ЦОК, экспрессирующих опухолспецифические гены, кодиру-
ющие антиапоптотический пептид сурвивин и рецептор эпидермального 
фактора роста, которые обеспечивают агрессивный фенотип этих кле-
ток, являющихся источником метастазов, являются размер опухоли, во-
влечение в процесс регионарных лимфатических узлов и суммарно ста-
дия, а также степень дифференцировки и молекулярно-биологический 
подтип первичной опухоли. Последняя, как известно, является источни-




Наличие мРНК BIRC5 и HER2-neu положительных ЦОК до 
начала лечения является независимым прогностическим фактором про-
грессирования заболевания (RR=4,904 (95% ДИ: 1,207–19,929)). Сохра-
нение мРНК BIRC5 и HER2-neu положительных ЦОК после системной 
терапии также является независимым фактором прогрессирования РМЖ 
(RR=3,590 (95% ДИ: 1,521–8,472)). Системная терапия, а именно схемы 
терапии CAF (CEF), AC (EC) АС-Т, приводит к достоверному сниже-
нию частоты идентификации ЦОК, экспрессирующих гены сурвивина и 
рецептора эпидермального фактора роста, относительно исходного 
уровня, полученного до начала специального противоопухолевого лече-
ния (р<0,05). Наиболее существенное влияние на уменьшение частоты 
выявления ЦОК в периферической крови пациенток страдающих РМЖ, 
оказывает схема терапии сочетания антрациклинов с последующим 
назначением таксанов (паклитаксел, доцетаксел), позволяющая снизить 
частоту МОБ по сравнению с другими схемами с 84,6% до 30,8% 
(р=0,006). Наиболее часто применяемая схема терапии CAF (CEF) ока-
залась эффективной в отношении эрадикации ЦОК, экспрессирующих 
гены BIRC5 HER2-neu, в 29,6% случаев, что было сопоставимо с ре-
зультатами терапии по схеме АС (ЕС) – 26,6% (р>0,05). Таргетное при-
менение моноклонального антитела трастузумаба не привело к досто-
верному снижению ЦОК, экспрессирующих таргтеные для данного ле-
карственного средства ген рецептора эпидермального фактора роста 
HER2-neu. Гормонотерапия также не приводила к достоверному сниже-
нию таргетных ЦОК (р>0,05). Критическим моментом для анализа эф-
фективности адъювантной ПХТ по наличию мРНК BIRC5 и HER2-neu 
положительных ЦОК является исследование периферической крови по-
сле завершения 2 курса ПХТ. 
Применение методики контроля эффективности химиотерапии 
путем оценки нормализованной экспрессии генов BIRC5 сурвивина и 
HER2-neu  рецептора эпидермального фактора роста в ЦОК, выделен-
ных из периферической крови пациенток, страдающих РМЖ, а также 
методики лечения МОБ, основанной на своевременном переходе с не-
эффективной схемы адъюваной ПХТ на таксаны, не дожидаясь завер-
шения всех запланированных курсов, а также дополнительная монохи-
миотерапия гемцитабином (при необходимости) позволяют добиться 
100% эрадикации мРНК BIRC5 и мРНК HER2-neu положительных ЦОК 
в периферической крови, что позволяет достоверно увеличить безреци-
дивную однолетнюю выживаемость на 11,2% (р=0,0465), а также сохра-
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